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RESUMO 
Esta tese tem como proposta principal o desenvolvimento de no-
vos métodos analíticos para a determinação de três subclasses de meta-
bólitos secundários (triterpenos, flavonóis e taninos), presentes em 111 
indivíduos de Maytenus ilicifolia (espinheira-santa) contidos em um 
Banco Ativo de Germoplasma (BAG). A determinação dos triterpenos, 
friedelan-3-ol e friedelin, em extratos de M. ililifolia, foi realizada em 
um cromatografo gasoso com detector de ionização em chama (GC-FID, 
do inglês gas chromatography with flame ionization detector) e teve 
como principal objetivo, aumentar a frequência instrumental empregan-
do, pela primeira vez, injeções múltiplas em uma única corrida (MISER, 
do inglês multiple injections in a single experimental run). Foi possível 
realizar três injeções de indivíduos diferentes dos extratos de M. ilicifo-
lia em uma mesma corrida, utilizando o método com MISER, cujo tem-
po de análise foi inferior a dez minutos. Observou-se um aumento na 
frequência instrumental com um fator de 2,5 vezes quando comparado 
com o método de injeção simples. Este método empregando MISER 
apresentou resultados satisfatórios para os parâmetros de validação e a 
concentração de friedelan-3-ol variou entre 2,8-3,7 mg g-1 e para friede-
lin entre 2,3-2,5 mg g-1. A determinação de flavonóis com o auxílio do 
planejamento de experimentos (DOE, do inglês design of experiment) 
foi realizada em um eletroforese capilar de zona com detector de 
ultravioleta-visível (CZE-UV/Vis, do inglês capillary zone 
electrophoresis with ultraviolet-visible detector). O método mostrou-se 
eficiente para a separação dos analitos com um tempo de análise inferior 
a três minutos. O emprego do DOE permitiu otimizar os procedimentos 
de preparo de amostra e de separação eletroforética. Os parâmetros de 
validação do método demonstraram bons resultados, e pela primeira vez, 
a determinação dos flavonóis glicosilados a partir das agliconas, querce-
tina e canferol, permitiu avaliar as diferentes concentrações dos flavo-
nóis em distintos indivíduos de M. ilicifolia, cujas concentrações varia-
ram entre 0,29-0,33 mg g-1 para o canferol e 0,25 – 0,32 mg g-1 para a 
quercetina. A avaliação qualitativa dos taninos presentes em diferentes 
indivíduos de M. ilicifolia foi realizada utilizando a técnica de 
cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em “tandem” 
(LC-MS/MS, do inglês liquid chromatography tandem mass 
spectrometry detector), a qual permitiu identificar 13 analitos quando 
comparados com dados apresentados na literatura. A fim de quantificar 
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estes compostos, utilizou-se o método espectrofotométrico da vanilina e 
a concentração dos taninos nos diferentes indivíduos analisados variou 
entre 7,7 a 11,6 mg g-1. Os métodos desenvolvidos permitiram avaliar 
uma grande quantidade de amostras de M. ilicifolia, as quais foram 
submetidas às mesmas condições ambientais (climáticas e geográficas). 
Este trabalho permitiu ainda avaliar que os diferentes metabólitos se-
cundários presentes em extratos de folhas de M. ilicifolia não apresenta-
vam correlação com a morfologia foliar quanto à presença de acúleos 
(espinhos), facilitando a escolha de espécies para o desenvolvimento de 
uma nova cultivar. 
 
Palavras-chave: friedelan-3-ol, friedelin, MISER, GC-FID, canferol, 
quercetina, DOE, CZE-UV, taninos, LC-MS/MS, acúleos 
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ABSTRACT 
 
This thesis is mainly aimed at the development of new analytical me-
thods for the determination of three subclasses of secondary metabolites 
(triterpenes, flavonols, and tannins) present in 111 different individuals 
from Maytenus ilicifolia (espinheira-santa) contained in an active 
germplasm bank (BAG). The determination of triterpenes, friedelan-3-ol 
and friedelin, in extracts of M. ililifolia were performed on a gas chro-
matograph with flame ionization detector (GC-FID) and aimed to in-
crease the frequency employing instrumental, for the first time, multiple 
injections in a single run (MISER). It was possible to perform three 
different injections of extracts of M. ilicifolia in the same run, using the 
method with MISER, whose analysis time was less than ten minutes. 
There was an increase in instrumental frequency by a factor of 2.5 times 
when compared to the single injection method. MISER employing this 
method has produced satisfactory results for the validation parameters 
and the concentration of friedelan-3-ol ranged from 2.8 to 3.7 mg g-1 
and friedelin between 2.3-2.5 mg g-1. The determination of flavonols 
with assistance from design of experiments (DOE) was performed on a 
capillary zone electrophoresis with UV-Visible detector (CZE-UV/VIS). 
The method proved to be efficient for the separation of analytes with a 
analysis time of less than three minutes. The uses of DOE allowed op-
timize procedures for sample preparation and electrophoretic separation. 
The validation parameters of the method showed good results and the 
determination of flavonol glycosides from the aglycones, quercetin and 
kaempferol, allowed to study different concentrations of flavonols in 
different individuals of M. ilicifolia, whose concentrations ranged from 
0.29 to 0 33 mg g-1 for kaempferol and 0.25 to 0.32 mg g-1 for quercetin. 
Qualitative evaluation of tannins present in different individuals from 
M. ilicifolia was performed using liquid chromatography coupled to 
mass spectrometry in "tandem" (LC-MS/MS), which allowed the identi-
fication of 13 analytes as compared to data shown in literature. In order 
to quantify these compounds, it was used the spectrophotometric me-
thod vanillin and tannin concentration subjects ranged from 7.7 to 11.6 
mg g-1. The developed methods allowed evaluating a large number of 
samples of M. ilicifolia, which were subjected to the same environmen-
tal conditions (climate and geography). This study allowed evaluating 
the secondary metabolites present in extracts of leaves of M. ilicifolia 
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showed no correlation with the leaf morphology and the presence of 
thorns, facilitating the choice of the species for the development of a 
new cultivar. 
 
Key-words: friedelan-3-ol, friedelin, MISER, GC-FID, kaempferol, 
quercetin, DOE, CZE-UV, tannin, LC-MS/MS, thorns 
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CAPÍTULO 1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 
 
1 INTRODUÇÃO 
 
O Brasil apresenta uma grande diversidade de plantas medicinais 
em sua flora, sendo uma das fontes mais ricas de material com atividade 
farmacológica crompovada, a qual é muito utilizada na medicina popu-
lar. Além disso, é uma excelente matéria-prima para o mercado farma-
cêutico.  
Conforme o artigo 2, inciso XVI, da Resolução RDC nº 14 de 31 
de março de 2010 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVI-
SA), define-se “planta medicinal” como sendo uma “espécie vegetal, 
cultivada ou não, utilizada com propósitos terapêuticos” (BRASIL, 2010). 
O desenvolvimento de pesquisas na área de plantas medicinais 
tem aumentado nos últimos anos, pois, além de apresentar menor custo 
de obtenção, são menos severos quando comparados aos medicamentos 
sintéticos (RIBEIRO; LEITE; DANTAS-BARROS, 2005). O potencial tera-
pêutico das plantas medicinais e de alguns de seus constituintes, tais 
como flavonóides, alcalóides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos e 
cumarinas já foram comprovados em diversos ensaios pré-clínicos com 
animais (MAIORANO et al., 2005; RUDNICKI et al., 2007;  CRESTANI et 
al., 2009). Nesse contexto, a Presidência da República assinou o Decreto 
nº 5.813 de 22 de junho de 2006, referente à “Política Nacional de Plan-
tas Medicinais e Fitoterápicos”, que visa o incentivo à pesquisa e desen-
volvimento com relação ao uso de plantas medicinais e fitoterápicos, 
valorizando a biodiversidade do país (BRASIL, 2006).  
Um exemplo de planta medicinal que vem sendo estudada é a 
Maytenus ilicifolia, popularmente conhecida como espinheira-santa 
devido à presença de acúleos foliares (espinhos) e sua propriedade me-
dicinal gastroprotetora. Esta planta é nativa da região sul do Brasil e 
atualmente foi eleita pelo Governo do Estado de Santa Catarina median-
te a Lei nº 15.674, de 15 de dezembro de 2011, como planta medicinal 
símbolo do Estado (SANTA CATARINA, 2011).  
A crescente exploração de plantas em populações nativas desta 
espécie, sem critérios de manejo adequados, pode acabar promovendo a 
perda na variabilidade genética. Desse modo, faz-se necessário a gera-
ção de critérios técnico-científicos para o manejo sustentável dessas 
populações, uma vez que seu cultivo visaria o aproveitamento econômi-
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co, inclusive como matéria-prima para a indústria de medicamentos 
fitoterápicos (YARIWAKE et al., 2005; RIBEIRO et al., 2010). 
A presença de diversos acúleos nas folhas da M. ilicifolia dificul-
ta a colheita e o seu manuseio, o que também promove o extrativismo de 
forma errônea e destrutiva. Isso não está apenas ameaçando a extinção 
da espécie, como oportuniza a colheita de espécies inócuas ou tóxicas, 
tais como, Maytenus aquifolium, Maytenus obtusifolia, Maytenus robus-
ta, Maytenus imbricata, Zollernia ilicifolia, entre outras muito seme-
lhantes à M. ilicifolia (GONZALEZ et al., 2001; DE ANDRADE et al., 2007; 
DE SOUZA e SILVA et al., 2007). Desta forma, estudos estão sendo reali-
zados a fim de se produzir uma nova cultivar de M. ilicifolia desprovi-
das ou com menor quantidade de acúleos, para que seja de fácil manu-
seio, estimulando o cultivo como importante fonte de renda e conse-
quentemente redução do extrativismo atual.  
O projeto de pesquisa intitulado “Seleção de Maytenus ilicifolia 
(espinheira-santa) rica em princípios bioativos e atenuada de acúleos 
foliares para viabilizar o cultivo de variedades de fácil colheita” 
coordenado pela EPAGRI (Empresa de Pesquisa Agropecuária e 
Extensão Rural de Santa Catarina) – Estação Experimental de Itajaí, SC, 
em parceria com o Departamento de Química da Universidade Federal 
de Santa Catarina, tem como principal objetivo caracterizar cada 
indivíduo de M. ilicifolia desprovida dos acúleos foliares, mas plena dos 
princípios bioativos requeridos da espécie, para lançamento de uma 
nova cultivar. A EPAGRI apresenta um Banco Ativo de Germoplasma 
(BAG) de M. ilicifolia e este projeto vigente ampliará o campo para 
estudos de melhoramento genético da espécie. Tal obtenção permitirá a 
expansão do cultivo de espinheira-santa, substituindo a prática do 
extrativismo; garantia de renda à propriedade rural; salvamento da 
espécie botânica e padronização da matéria-prima utilizada na indústria 
farmacêutica com consequente valorização do produto. Contudo, é ne-
cessário o monitoramento de compostos marcadores desta nova cultivar 
a fim de verificar se as propriedades da mesma correspondem a planta 
nativa. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 Maytenus ilicifolia 
 
A diversidade de plantas presentes no Brasil, em termos de estru-
tura e propriedades físico-químicas e biológicas, permite o estudo de 
seus princípios ativos no tratamento de algumas doenças bem como o 
desenvolvimento de novos fármacos. Um caso representativo são as 
plantas da família Celastraceae, que apresenta uma grande variedade de 
atividades farmacológicas, tais como, antirreumática, antitumoral, anti-
ulcerogênica e anti-inflamatória (PESSUTO et al., 2009; MOSSI et al., 
2010). 
Segundo Carvalho-Okano (1992), o gênero Maytenus (representante 
da família Celastraceae) é constituído por 225 espécies e está represen-
tado, no Brasil, por 77 espécies e 14 variedades, incluindo representan-
tes arbóreos, arbustivos e subarbustivos. A M. ilicifolia está enquadrada 
na seção Oxyphylla, cuja característica é a presença de acúleos no bordo 
foliar e muitas vezes pode ser confundida com  M. aquifolium, cujo 
nome comum também é espinheira-santa, a diferença da primeira espé-
cie em relação a segunda ocorre pela presença de estrias longitudinais 
em seus ramos (DE MAGALHÃES, 2002; MARIOT; BARBIERI, 2007). A 
Figura 1.1 ilustra os ramos da M. ilicifolia, bem como os detalhes do 
bordo foliar contendo os acúleos.  
 
Figura 1.1 Maytenus ilicifolia 
  
Fonte: Banco Ativo de Germoplasma (EPAGRI, Itajaí-SC). 
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O valor terapêutico da M. ilicifolia é atribuído aos metabólitos 
secundários, especificamente os triterpenos (friedelin e friedelan-3-ol), 
os quais são considerados marcadores químicos (VILEGAS; LANÇAS; 
CERVI, 1994), bem como aos polifenóis (flavonóis e taninos), compostos 
muito estudados e relacionados  à atividade antioxidante da planta 
(SANTOS-OLIVEIRA; COULAUD-CUNHA; COLAÇO, 2009; NEGRI; 
POSSAMAI; NAKASHIMA, 2009). Um estudo realizado por Cipriani et al. 
(2009) concluiu que o ácido poligalacturônico presente na M. ilicifolia 
também apresentou ação antiulcerogênica. Jorge et al. (2004) também 
avaliaram a atividade antiulcerogênica e anti-inflamatória a partir dos 
extratos hexânico e de acetato de etila de M. ilicifolia e obtiveram os 
triterpenos friedelan-3-ona e friedelan-3β-ol e ainda alguns taninos con-
densados e flavonóides como princípios ativos, respectivamente. Já 
Baggio et al. (2007) observaram que as frações etanólicas ricas em flavo-
nóides (catequina e epicatequina) de espinheira-santa proporcionaram 
bons resultados na redução de úlcera gástrica. 
  
2.2 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 
 
O metabolismo de uma planta compreende um conjunto de rea-
ções químicas que ocorrem no interior das células, podendo ser classifi-
cado como primário, o qual ocorre em todas as plantas, cujas reações 
envolvem aminoácidos, lipídeos e carboidratos; e o metabolismo secun-
dário, com reações químicas diferenciadas, características e intrínsecas 
de acordo com a espécie (DOS SANTOS, 2010). 
Os metabólitos secundários tem uma importante função 
biológica, atuam no mecanismo de polinização e defesa contra 
predadores e doenças agindo como antibióticos, antifúngicos e antivi-
rais, a fim de proteger as plantas de agentes patogênicos e na defesa 
contra o estresse abiótico, isto é, à exposição a radiação ultravioleta. 
Além de defesa química e física, algumas plantas usam as características 
mecânicas e morfológicas para a proteção, tais como os acúleos e pêlos 
urticantes (CUNICO et al., 2002; WINK, 2006; MAZID; KHAN; 
MOHAMMAD, 2011). Muitos desses compostos podem apresentar pro-
priedades terapêuticas sendo denominados de princípios ativos, os quais 
são empregados em produtos farmacológicos. Além disso, vários 
metabólitos secundários, tais como, alcalóides, antocianinas, 
flavonoides, quinonas, lignanas, esteróides e terpenóides têm sido 
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empregado na indústria de corantes, aromas e fragâncias. (VERPOORTE; 
CONTIN; MEMELINK, 2002; FUMAGALI et al., 2008).   
 
2.2.1 Terpenos 
 
Os principais grupos de metabólitos secundários, das plantas em 
geral, são os compostos terpênicos, fenólicos e os compostos contendo 
enxofre e nitrogênio, sendo que o primeiro compõe a maior classe dos 
metabólitos secundários.  
Os compostos terpênicos comumente se encontram na forma de 
hidrocarbonetos cíclicos, podendo possuir ou não insaturações. A no-
menclatura dos terpenos depende do número de carbonos presentes em 
sua estrutura, os quais podem ser divididos nas seguintes subclasses: 
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos 
(C30) e politerpenos ((C5)n). A biossíntese dos compostos terpênicos 
pode ser observada na Figura 1.2, onde a partir da condensação aldólica 
de acetil-coenzima A com acetoacetil-CoA obtém-se o intermediário 3-
hidróxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), que sofre uma hidrólise for-
mando o ácido mevalônico. Este último é convertido em isopentenil 
pirofosfato (IPP), que é a base da cadeia carbônica dos terpenos e 
esteróides. Esta molécula de IPP e seu isômero, o dimetilalil-pirofosfato 
(DMAPP) formam o composto trans geranil-pirofosfato (GPP), o qual 
origina os monoterpenos. Deste modo, é possível observar que a partir 
de duas unidades de IPP se obtém o composto farnesil-pirofosfato 
(FPP), intermediário dos sesquiterpenos, esqualenos e triterpenos. E 
ainda, com três unidades de IPP é possível obter o intermediário geranil-
geranil-pirofosfato (GGPP) precursor dos di, tetra e politerpenos (MC-
GARVEY e CROTEAU, 1995; DE AGUIAR, 2003). 
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Figura 1.2. Biossíntese dos compostos terpênicos a partir do ácido mevalênico. 
Os números 1X, 2X e 3X indicam as unidades de IPP. 
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Fonte: adaptado de MCGARVEY; CROTEAU, 1995. 
 
2.2.1.1 Triterpenos 
 
Os triterpenos têm despertado um grande interesse em razão da 
descoberta do seu potencial farmacológico, com inúmeras atividades 
terapêuticas, tais como: anticâncer, anti-inflamatório, antiviral, antibac-
teriano, antifúngico, antioxidante e antiulcerogênico (JORGE et al., 2004; 
VELLOSA et al., 2006).  
 Estes compostos são sintetizados pelas plantas por meio dos 
precursores acíclicos de C30 ou do esqualeno e são formados por enzi-
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mas denominadas de terpenos sintases. Estes compostos são abundantes 
no reino vegetal e podem ser aplicados comercialmente em polímeros, 
fibras, colas e ceras (YIN, 2012). 
Muitos triterpenos são tetracíclicos ou pentacíclicos, porém com-
postos acicíclicos, mono, bi, tri e hexacíclicos já foram isolados. As 
características estruturais dos triterpenos estão relacionadas aos grupos 
os quais os triterpenos pertencem. Nas diferentes espécies de Maytenus 
spp., encontram-se os friedelanos, oleananos, lupanos, taraxeranos e 
ursanos, muitos apresentam atividades farmacológicas, como antitumo-
ral, antioxidante, espermicida e antiulcerogênica (XU; FAZIO; MATSU-
DA, 2004; NUÑES et al., 2005). Destaque para a espécie M. ilicifolia, que 
segundo Vilegas, Lanças e Cervi (1994), os compostos friedelin e friede-
lan-3-ol, além de apresentarem atividade antiulcerogênica, são denomi-
nados os marcadores quimiotaxonômicos desta planta. Além destes 
triterpenos, Dos Santos et al. (2010) também encontraram os triterpenos 
quinonemetídeos maytenina e pristimerina. A Figura 1.3 apresenta a 
estrutura química dos principais triterpenos encontrados na M. ilicifolia. 
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Figura 1.3. Triterpenos encontrados na planta M. ilicifolia (a) friedelin e (b) 
friedelan-3-ol. 
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Fonte: Nossack et al., 2000. 
 
2.2.2 Compostos Fenólicos 
 
Outros compostos presentes em grande quantidade nas plantas 
medicinais são os polifenóis, que agem como antioxidantes atuando na 
defesa contra os radicais livres em doenças como as cardiovasculares, o 
câncer e outras doenças degenerativas. Do ponto de vista fisiológico 
para a planta, os compostos fenólicos atuam no crescimento, reprodução 
das plantas e, além disso, contribuem para as características sensoriais e 
coloração de frutas e vegetais. Os compostos fenólicos podem ser 
classificados como ácidos fenólicos, estilbenos, lignanas e flavonoides 
(BEHLING et al, 2004; BIESAGA, 2011).  
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A Figura 1.4 ilustra a rota biossintética para a obtenção de algu-
mas classes de compostos fenólicos, os quais são formados por algumas 
reações enzimáticas. 
 
Figura 1.4. Rota biossintética para a origem de diferentes classes de compostos 
fenólicos. 
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* Os números sob as setas representam reações enzimáticas: 1-CHS (chalcona sintase); 2 
– CHI (chalcona isomerase); 3 – F3H (flavanona-3-hidroxilase; 4 – F3’H (flavonoide-3-
hidroxilase); 5 – FLS (flavonol sintase); 6 – DFR (dihidroflavonol redutase) e 7 – LDOX 
– leucoantocianidina dioxigense). 
Fonte: adaptado de BURBULIS; WINKEL-SHIRLEY, 1999. 
  
De maneira geral, a biossíntese de compostos fenólicos, tais co-
mo os flavonóis, flavanonas, taninos e antocianinas envolve a condensa-
ção de uma unidade de 4-cumaroil-CoA e de três unidades de malonil–
CoA. O produto desta reação é a narigenina chalcona, que sofre uma 
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ciclização originando a narigenina. Com isso, a partir de reações de 
hidroxilação ou de seus derivados funcionais (ésteres, éteres, glicosí-
deos, entre outros) é possível obter diferentes classes de compostos 
fenólicos (JOHANN, 2003; ZUANAZZI e MONTANHA, 2010). 
 Uma importante classe dos compostos fenólicos é a classe dos 
flavonoides, os quais podem ser utilizados como marcadores quimiota-
xonômicos, isto é, estão relacionados à especificidade em algumas espé-
cies; e ainda, podem ser utilizados na determinação do parentesco de 
híbridos e em determinação de novas cultivares (MARKHAM, 1989). 
Dentro desta classe destacam-se duas subclasses: a dos flavonóis e tani-
nos.    
 
2.2.2.1 Flavonóis 
 
Os flavonóis são uma subclasse dos flavonoides, cuja estrutura 
molecular é derivada dos anéis benzo-γ-pirona, na qual consiste na liga-
ção entre os anéis fenólicos e pirona, conforme ilustra a Figura 1.5. Os 
flavonóis apresentam grupos hidroxila nas posições 3, 5, 7, 3’, 4’ e 5’. 
Dentre as substituições dos grupos hidroxilas podemos encontrar grupos 
metila, acetila, sulfatos ou grupos glicosídios, os quais são ligados por 
meio de uma ligação hemiacetal originada através da ligação O-
glicosídeo (C-3), facilmente quebrada por uma hidrólise ácida ou C-
glicosídeo (C-7). Várias são as moléculas de açúcar ligadas aos flavo-
nóis, por exemplo, L-ramnose, D-glicose, glucoramnose, galactose, ou 
arabinose. Os flavonóis são denominados de flavonóis glicosilados 
quando esses contêm uma ou mais moléculas de açúcar (ou glicósidos, 
em caso de uma porção de glicose), ou ainda podem ser denominados de 
agliconas quando nenhum grupo açúcar está presente (HAVSTEEN, 2002; 
DANTULURI et al., 2005; RIJKE et al., 2006).  
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Figura 1.5. Estrutura base dos flavonoides e sua numeração. 
 
 Fonte: adaptado de ZUANAZZI; MONTANHA, 2010. 
 
Os flavonóis majoritários encontrados na espécie de M. ilicifolia 
são os derivados mono-, di-, tri- e tetraglicosilados de quercetina, canfe-
rol e miricetina (TIBERTI et al, 2007; DE SOUZA et al. 2008a). Estudos 
mostram uma correlação entre as atividades anti-inflamatória e antiulce-
rogênica com a presença de flavonoides nos extratos das folhas de M. 
ilicifolia (JORGE et al., 2004). Assim como no estudo realizado por Leite 
et al (2010), que observaram a ação gastroprotetora do triglicosídio fla-
vônico mauritianina e de um derivado tetraglicosilado de canferol. A 
Figura 1.6 ilustra a estrutura de dois flavonóis majoritários presentes na 
M. ilicifolia. 
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Figura 1.6. Estrutura dos flavonóis majoritários na M. ilicifolia. (a) canferol e 
(b) quercetina. 
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Fonte: DE SOUZA et al., 2008b. 
 
2.2.2.2 Taninos 
 
Os taninos são moléculas de elevada massa molar e também per-
tencem ao grupo dos flavonoides, e, assim como os flavonóis, estes 
possuem propriedades antioxidantes. Além disso, os taninos têm 
propriedades cicatrizantes, devido à sua capacidade para promover a 
precipitação de proteínas, o que dá origem a uma camada protetora que 
pode melhorar o processo regenerativo (DE SOUZA et al., 2008b). 
Os taninos podem ser classificados como taninos condensados, 
os quais podem ser formados por cadeias oligoméricas ou poliméricas 
de unidades de flavan-3-ol, os quais são ligados entre os carbonos C4-C6 
ou C4-C8 (proantocianidinas). Estes taninos são mais encontrados nas 
plantas na forma de procianidinas, que são derivados da catequina e 
epicatequina e pode conter ligações de ésteres de ácido gálico. Estes 
compostos apresentam atividade antimicrobiana, antialérgica e antioxi-
dante. Além disso, devido à presença de inúmeros grupos hidroxila, 
esses compostos têm a capacidade de formarem complexos com íons 
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metálicos, proteínas e polissacarídeos (ROMANI et al., 2006; AL-JABER; 
AWAAD; MOSES, 2011). Ou ainda, podem ser classificados como tani-
nos hidrolisáveis, que são formados por carboidratos, geralmente D-
glicose, cuja hidroxila pode estar esterificada com os grupos fenólicos 
do ácido elágico (elagitaninos) ou ácido gálico (galotaninos) (BOSSU et 
al., 2006). 
O trabalho realizado por Pessuto et al (2009) apresentou um estu-
do sobre o potencial antioxidante da M. ilicifolia avaliando sua fração de 
acetato de etila e os resultados demonstraram que a sua capacidade anti-
oxidante se deve também a presença dos taninos condensados epicate-
quina-(4β→8)-catequina (procianidina B1) e epicatequina-(4β→8)-
epicatequina (procianidina B2). A estrutura destes taninos condensados 
pode ser observada na Figura 1.7. 
 
Figura 1.7. Taninos condensados encontrados na M. ilicifolia. (a) epicatequina-
(4β→8)-catequina (procianidina B1); (b) epicatequina-(4β→8)-epicatequina 
(procianidina B2). 
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Fonte: Pessuto et al., (2009). 
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2.3 TÉCNICAS ANALÍTICAS PARA DETERMINAÇÃO DE META-
BÓLITOS SECUNDÁRIOS 
 
A disponibilidade de métodos analíticos validados é de grande 
importância para a garantia e o controle da qualidade de fitoterápicos, e 
é exigido pelas autoridades sanitárias brasileiras para fins de registro. 
(BRASIL, 2004; NETTO et al., 2006).  
Diversos métodos são descritos na literatura para análise de me-
tabólitos secundários em diferentes plantas. Muitos dos métodos são 
complexos, laboriosos, e exigem uma demanda de recursos elevada. 
Mesmo assim, estes métodos já estabelecidos devem ser tomados como 
ponto de partida para a análise dos marcadores numa determinada plan-
ta. Contudo, ainda existe a necessidade de desenvolvimento de novos 
métodos para fins de monitoramento desses marcadores e avaliação da 
qualidade de plantas, que combinem a obtenção de resultados satisfató-
rios com procedimentos simplificados e de custo operacional reduzido. 
Dentre os métodos analíticos encontrados na literatura para a determina-
ção destes marcadores, podemos citar alguns cromatográficos, eletrofo-
réticos e espectrofotométricos, listados na Tabela 1. É importante ressal-
tar que todos serão abordados separadamente nos capítulos posteriores. 
 
Tabela 1. 1 Alguns métodos analíticos de separação para a determinação de metabóliso secundários em Maytenus spp. 
PLANTA ANALITOS PREPARO DE AMOSTRA 
TÉCNICA 
ANALÍTICA 
(tempo de 
análise) 
OBSERVAÇÕES REFERÊNCIA 
      
M. aquifolium Friedelin 
e Friedelan-3-ol 
Extrato hexânico no 
ultrassom por 1 min); 
SPE (MgO-SiOH); 
Eluição com CHCl3. 
HTGC-FID* 
(t=5 min) 
Preparo de amostra simples; 
consumo excessivo de rea-
gentes; análise instrumental 
rápida. 
NOSSACK et al., 
2000. 
      
M. ilicifolia Friedelin 
e Friedelan-3-ol 
Extração por fluido 
supercrítico com CO2  
(t = 90 min). 
GC-MS 
(t= 90 min) 
Preparo de amostra sem 
degradação evidente, não 
tóxico; tempo de preparo e 
análise instrumental longos. 
MOSSI et al.,  
2010 
      
M. ilicifolia 
Derivados de 
canferol e querce-
tina 
Extrato hidrometanó-
lico; maceração por 
30 min a 50ºC; extra-
to filtrado. 
CE-UV/Vis* 
(t = 30 min) 
 
Tempos de preparo de amos-
tra e análise instrumental 
longos. 
DIAGONE et al., 
2012. 
      
M. ilicifolia Catequina e epi-
catequina 
Extrato aquoso 10% 
(m/v); (t=15 min 
infusão). 
 
HPLC-
UV/Vis* 
(t=30 min) 
 
Preparo de amostra simples; 
detectabilidade satisfatória; 
tempo de análise instrumen-
tal longo; 
baixa resolução. 
 
SOARES et al., 
2004. 
*HTGC-FID (do inglês, high temperature capillary gas chromatography); CE-UV/Vis (do ingles, capillary electrophoresis with ultraviolet-visible detec-
tor); HPLC-UV/Vis (do inglês, high performance liquid chromatography with ultraviolet-visible detector); 
 
Com isso, esta tese tem como proposta principal o desenvolvi-
mento de novos métodos analíticos para a determinação de três subclas-
ses de metabólitos secundários (triterpenos, flavonóis e taninos), presen-
tes em 111 indivíduos diferentes de M. ilicifolia contidos no BAG da 
EPAGRI de Iatajaí, SC. Estes metabólitos são considerados marcadores 
químicos importantes para o desenvolvimento de uma nova cultivar. 
Estas três subclasses são relevantes para a própria espécie, M. ilicifolia, 
uma vez que estão relacionados à sua autenticidade química, proteção 
contra a radiação ultravioleta e resistência a patógenos, além de apresen-
tarem benefícios à saúde. Ainda, verificar se há correlação destes meta-
bólitos com a presença de acúleos foliares. 
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CAPÍTULO 2. Desenvolvimento de método para determinação dos 
triterpenos friedelin e friedelan-3-ol em folhas de M. 
ilicifolia por cromatografia gasosa usando injeções 
múltiplas 
 
1 INTRODUÇÃO 
 
A cromatografia gasosa (GC, do inglês gas chromatography) tem 
sido utilizada para a análise qualitativa e quantitativa de compostos 
orgânicos voláteis e semi-voláteis e tem demonstrado vantagens em 
termos de sensibilidade e resolução em análise de misturas complexas, o 
que demonstra a seletividade da técnica (SANTOS; GALCERAN, 2001; 
LEHOTAY; HAJŠLOVÁ, 2002; BANICERU; MANDA; POPESCU, 2011). 
Algumas características notáveis desta técnica são uma boa separação 
dos analitos em misturas complexas, alta precisão, simplicidade 
instrumental e disponibilidade de vários sistemas de detecção, seja 
universal ou específico, contribuindo para o uso generalizado da técnica 
nas áreas acadêmica e industrial (LEHOTAY; HAJŠLOVÁ, 2002).  
A procura por métodos que proporcionam um elevado 
rendimento instrumental, isto é, que aumentem a taxa de geração de 
dados em um curto período de tempo, é uma força motriz importante no 
desenvolvimento de métodos analíticos. Isto resulta em menores custos 
por análise, redução do tempo gasto pelo analista, além de operação 
mínima do equipamento (BEREZKIN; LAPIN; MALYUKOVA, 2001; 
MAŠTOVSKÁ; LEHOTAY, 2003; DONATO et al., 2007). Para laboratórios 
com um elevado número de análises diárias, a seleção dos métodos de 
análise deve levar em conta dois fatores essenciais: o método de 
separação e o preparo das amostras, com o objetivo de separar os 
componentes mais críticos e aplicar procedimentos eficientes para o 
preparo da amostra a ser analisada (MATISOVÁ; DÖMÖTÖROVÁ, 2003; 
TRANCHIDA et al., 2007). 
Nos últimos anos, tem sido observado um avanço na 
instrumentação de cromatógrafos gasosos comerciais, com injetores 
automáticos de alta velocidade, controladores eletrônicos de pressão de 
gás, sistemas rápidos para aquecimento e arrefecimento do forno, 
sistemas de detecção mais rápidos e reprodutíveis e softwares dedicados 
para controlar estes dispositivos (BICCHI et al., 2005). Diante destes 
melhoramentos instrumentais, numerosos trabalhos foram publicados 
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mostrando diferentes estratégias para reduzir o tempo das análises. Estes 
incluem o uso de rápidos programas de temperatura em colunas 
especiais (XU et al., 2008), os sistemas de injeção com válvulas especiais 
de injeção combinadas com um programa de temperatura rápido (REID; 
MCBRADY; SYNOVEC, 2007), injetor de canais de fluxo contínuo de 
multiplexação, no qual as amostras são injetadas continuamente de 
acordo com uma pseudo-sequência binária aleatória controlada por um 
computador (TRAPP, 2007), colunas cromatográficas com comprimento 
reduzido (KORYTÁR et al., 2002; MONDELLO et al., 2004) e dispositivos 
para o uso de várias colunas (HINZ, 2006; . SASAMOTO; OCHIAI; KAN-
DA, 2007).  
As estratégias para aumentar o rendimento instrumental também 
foram estudadas em relação a outras técnicas de separação, tais como 
electroforese capilar, em que métodos utilizando múltiplas injeções 
foram explorados (LODÉNA et al., 2008; VITALI et al., 2011). Neste modo 
de injeção é possível analisar duas ou mais amostras em uma mesma 
corrida, causando uma redução significativa no tempo de análise, 
quando comparado com os métodos convencionais, sem necessidade de 
qualquer modificação do instrumento. Recentemente, um estudo foi 
relatado por Welch et al., (2010) empregando a injeção múltipla em uma 
única corrida (MISER, do inglês multiple injection in a single experi-
mental run) para o aumento da frequência analítica, utilizando 
cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por espectrometria 
de massa (HPLC–MS, do inglês high performance liquid 
chromatography coupled with mass spectrometry). Contudo, em estudos 
que utilizam este tipo de injeção, geralmente as amostras analisadas não 
são complexas, uma vez que esta estratégia é geralmente aplicada para a 
análise de fármacos, os quais envolve, teoricamente, um menor número 
de analitos, o que facilita a aplicação deste modo de injeção (LODÉNA et 
al., 2008; VITALI et al., 2011). O modo de injeção múltipla também pode 
ser utilizado como uma estratégia para aumentar o rendimento 
instrumental nas análises por GC. Recentemente, Cho (2012) usou o 
modo de injeção múltipla com stacking em cromatografia gasosa 
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS, do inglês gas 
chromatography with mass spectrometry detector). Este método 
consistia na injeção da amostra (n vezes) entre as injeções do reagente 
de derivatização de forma a melhorar a detecção de compostos polares 
com baixa volatilidade.  
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Em muitas metodologias analíticas publicadas na literatura, 
poucos picos de analitos são observados e em algumas regiões do 
cromatograma não apresentam eluição de picos, oferecendo uma maior 
oportunidade de aplicação para o uso do modo MISER. No entanto, 
numa matriz complexa o preparo da amostra é uma etapa determinante, 
limitando o número de compostos que possam ser introduzidos no 
cromatograma em uma única análise. Diante disso, um processo de pré-
tratamento de amostras complexas, empregando a extração em fase 
sólida (SPE, do inglês solid phase extraction), poderia atuar como um 
filtro para a retenção, principalmente, dos analitos, gerando um 
cromatograma com menor número de picos. Portanto, o procedimento 
de preparo de amostra pode também contribuir para o aumento da 
capacidade de injeção utilizando o modo MISER. 
Contudo, até o presente momento nenhum trabalho foi 
encontrado utilizando o modo MISER em cromatografia gasosa com 
dectector de ionização em chama (GC-FID, do inglês gas 
chromatography with flame ionization detector). Diante disso, têm-se os 
objetivos do presente estudo. 
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Desenvolver e validar um método de separação usando, pela primeira 
vez, o modo MISER em um GC-FID, sem qualquer modificação 
instrumental, visando a análise dos triterpenos friedelan-3-ol e friedelin 
no extrato hexânico de folhas de M. ilicifolia. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Desenvolver método analítico para a determinação de triterpe-
nos (friedelan-3-ol e friedelin) por GC-FID em M. ilicifolia se-
lecionando condições de separação, a saber: fluxo gás de arras-
te; temperatura do injetor e volume de injeção; tipo de coluna e 
temperatura do forno; temperatura do FID; entre outras; 
 
 Desenvolver procedimento de extração assistida por ultrassom 
avaliando diferentes temperaturas (25 ºC e 60 ºC) para a extra-
ção dos triterpenos a partir das folhas de M. ilicifolia, utilizando 
SPE; 
 
 Avaliar qual o melhor volume de extrato de planta e eluente 
para realizar o clean up no cartucho de SPE das amostras; 
 
 Avaliar os parâmetros de validação do método: linearidade; 
limites de detecção e quantificação; precisão intra-ensaio e in-
termediária e recuperação para o método de injeções múltiplas; 
 
 Avaliar o perfil dos 111 indivíduos de M. ilicifolia em relação à 
presença dos triterpenos e correlacionar com o número de acú-
leos presentes contidos em cada planta;  
 
 
 
 
 
56 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
57 
 
3 EXPERIMENTAL 
 
 
3.1 REAGENTES E SOLUÇÕES 
 
 Os padrões analíticos de friedelan-3-ol e friedelin foram obtidos 
da Sigma-Aldrich Fine Chemicals (St. Louis, MO, E.U.A.). As soluções 
estoque de 1000 mg L-1 foram preparadas em clorofórmio grau HPLC 
(Carlo Erba Reagents, Itália).  
Para a preparação da curva de calibração externa utilizou-se a 
faixa de calibração de 5 - 70 mg L-1 para ambos os analitos, com seis 
níveis de concentração, empregando o modo MISER.  
Para a preparação dos extratos de M. ilicifolia utilizou-se o sol-
vente hexano P.A. (Synth, São Paulo). Para a extração em fase sólida 
dos triterpenos das amostras utilizou-se o cartucho de extração Florisil® 
contendo silicato de magnésio ativado (Applied Separations, E.U.A, 
FLO/Florisil, 500 mg/3 mL). 
 
3.2 INSTRUMENTAÇÃO 
 
As análises foram realizadas em um cromatógrafo gasoso (Agi-
lent GC System 7890 A) com detecção por ionização em chama. As 
condições cromatográficas desenvolvidas para a separação dos triterpe-
nos friedelin e friedelan-3-ol foram realizadas em uma coluna ZB-50 
(30 m x 0,25 mm x 0,15 µm) com 50% fenil-50% metilpolisiloxano. O 
volume de injeção foi de 1,0 µL empregando o modo split (1:90) cuja 
temperatura de injetor e detector foi de 280 °C e 320 °C, respectivamen-
te. Como programação de temperatura utilizou-se o modo isotérmico a 
300 °C com um fluxo constante de gás de arraste, hélio, de 1,5 mL min-
1
. 
 
3.3 PROCEDIMENTO DE EXTRAÇÃO DOS TRITERPENOS NAS 
AMOSTRAS DE M. ilicifolia  
 
 Para a extração dos triterpenos foi necessário realizar a avalia-
ção da relação solvente/planta (seca e moída) para o extrato hexânico, e 
em seguida, a avaliação do procedimento de clean up do extrato hexâni-
co resultante com cartucho de SPE contendo Florisil® como fase extra-
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tora. Nestas duas etapas de desenvolvimento do método utilizou-se co-
mo referência o trabalho descrito por Nossack et al., (2000) com algumas 
adaptações. 
 
3.3.1 Preparação do extrato hexânico 
 
 No procedimento de extração dos triterpenos, em 100 mg de 
planta seca e moída foram adicionados 5 mL de hexano e este foi sub-
metido ao ultrassom (Cristofoli Ultrasonic Cleaner, 42 kHz). Para a 
otimização da extração se avaliou a influência do tempo de ultrassom 
empregado (t=1,5 a 9 minutos, com incrementos de 1,5 minutos), e ain-
da, avaliou-se o efeito da temperatura no processo de extração (T=25 ºC 
e 60 ºC). Posteriormente, o extrato hexânico foi centrifugado por 3 mi-
nutos a 3000 rpm. Em seguida, utilizou-se o cartucho Florisil®, o qual 
foi pré-condicionado com 1 mL de hexano, posteriormente, uma alíquo-
ta de 4 mL do extrato hexânico foi percolada pelo cartucho e em segui-
da, eluiu-se os analitos adsorvidos com 4 mL de clorofórmio. Uma alí-
quota do eluato foi diluída com clorofórmio (1:1, v/v) para a injeção 
direta no equipamento de GC. 
 
3.3.2 Avaliação dos volumes de extrato hexânico e clorofórmio para 
o procedimento de clean up utilizando cartucho de SPE Florisil® 
 
 A partir de um extrato hexânico resultante do estudo realizado 
na etapa anterior, avaliou-se o procedimento de clean up em Florisil®. 
Inicialmente, verificou-se o volume de extrato hexânico a ser percolado 
no cartucho. O volume de extrato percolado variou entre 1 a 4 mL. Uma 
alíquota de cada volume percolado foi diluído com hexano (1:1 v/v) e 
analisado no GC-FID a fim de verificar a possível presença dos analitos 
em estudo.  
 Em seguida, partiu-se para o estudo do volume de clorofórmio 
empregado para a eluição dos triterpenos adsorvidos no cartucho de 
Florisil®. Esta etapa procedeu-se com a aplicação inicial de 1 mL de 
CHCl3 e sucessivas adições de 1 mL a fim de verificar o volume ideal 
para a eluição total dos analitos. Uma alíquota de todas as eluições foi 
retirada e diluída com CHCl3 (1:1) para posterior injeção no GC-FID. 
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3.3.3 Isolamento e caracterização do pico desconhecido 
 
Em 100 gramas de planta seca e moída adicionou-se 20 mL de 
hexano (P.A.) sendo submetida à maceração por um mês. A cada sema-
na, o extrato hexânico foi rotaevaporado e o precipitado branco foi a-
condicionado de maneira adequada em um frasco de vidro para posterior 
análise cromatográfica. O volume de hexano rotaevaporado era nova-
mente colocado em contato com o resíduo sólido da planta para uma 
extração mais efetiva 
Uma alíquota do precipitado branco foi retirada para análise por 
cromatografia em coluna flash para o isolamento do pico desconhecido. 
Cada fração isolada da coluna flash era submetida à análise por croma-
tografia em camada delgada sendo comparada com os padrões analíticos 
dos triterpenos. Após o isolamento da fração contendo o pico desconhe-
cido, esta fração foi submetida às análises de RMN 13C e 1H, cujos re-
sultados se encontram no Anexo A. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
4.1 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO DE SEPARAÇÃO  
 
 Inicialmente, as condições para a separação dos marcadores 
químicos friedelan-3-ol e friedelin por GC-FID foram utilizadas de 
acordo com Nossack et al., (2000). Este método foi reotimizado para o 
presente estudo e empregado na separação dos triterpenos de interesse a 
partir de uma mistura de padrões e de um extrato hexânico com 
posterior clean up utilizando SPE da planta de M. ilicifolia aplicando o 
modo de injeção simples, conforme ilustrado na Figura 2.1. O tempo 
necessário para a separação dos triterpenos foi inferior a dez minutos. 
Uma boa similaridade entre os cromatogramas dos padrões e das 
amostras foi observada. Além disso, o método mostrou uma boa 
resolução  (Rs = 1,78) entre os diferentes analitos. 
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Figura 2. 1 (a) Cromatograma de uma solução padrão (50 mg L-1) de friedelan-
3-ol e friedelin, e (b) cromatograma de um extrato das folhas de M. ilicifolia. 
Condições experimentais: modo de injeção simples, temperatura do injetor 
280°C, modo split (1:90), fluxo de 1,5 mL min-1, temperatura do forno 300°C 
(isoterma), FID: 320°C. Legenda: 1 - friedelan-3-ol (t1 = 8,76 min), 2 - friedelin 
(t2 = 9,19 min); D* - Desconhecido (tD = 8,47 min); tr A1- tempo de retenção do 
primeiro analito; tr An – tempo de retenção do último analito; tr interf 1 - o tempo 
de retenção do primeiro pico de interferência. 
 
min1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 pA
1
2
(a)
S
 
min1 2 3 4 5 6 7 8 9
(b)
S
1
2
D
janela de injeção
tr interf1
trA1
tr An
 
*D – Pico desconhecido (Friedelan-3β-ol, ver Anexo A) 
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A separação dos analitos foi realizada empregando o modo 
isotérmico, a fim de utilizar as mesmas condições de separação do modo 
de injeção simples para o desenvolvimento de um novo método 
empregando o modo MISER. O modo isotérmico permite a separação 
dos analitos de diferentes segmentos de amostras na mesma corrida 
utilizando o método MISER sob as mesmas condições de temperatura, 
evitando que haja interações diferentes do mesmo analito entre 
segmentos de amostras diferentes com a fase estacionária, possibilitando 
condições reprodutíveis em termos de resolução e tempos de retenção. 
Além disso, o uso do método MISER empregando o modo isotérmico 
em GC-FID permite que o sistema cromatográfico possa ser considerado 
como um sistema de injeção em fluxo. E ainda, o modo isotérmico evita 
a etapa de arrefecimento do forno entre as análises, que também 
contribui para uma melhoria no rendimento instrumental. 
 Outro fator que influencia o emprego do método MISER é a 
complexidade da amostra a ser analisada. Neste caso particular, uma 
amostra do extrato das folhas de M. ilicifolia foi inicialmente injetada no 
equipamento para verificar os picos dos analitos e a presença de 
possíveis “interferentes”. No cromatograma da amostra (Figura 2.1b) a 
presença dos analitos foi observada juntamente com um pico 
desconhecido, porém, todos apresentaram boa resolução. Além disso, 
verificou-se que, entre o sinal do solvente e dos analitos existiam poucos 
picos que poderiam interferir na determinação dos analitos em estudo, 
definindo-se assim uma “janela de injeção” (Figura 2.1b) no 
cromatograma, indicando a possibilidade de se utilizar o modo de 
múltiplas injeções. Neste contexto, o procedimento de preparação da 
amostra demonstrou ser uma etapa crítica. Para isso, um processo de 
clean up da amostra foi necessário, não só com o objetivo de proteger a 
coluna de possíveis contaminantes advindos da amostra, mas também 
para gerar um cromatograma com menor número de picos. Assim, este 
conjunto de observações sugerem a possibilidade de introduzir o sinal 
dos analitos de outras amostras em uma mesma corrida utilizando o 
modo MISER. Deste modo, utilizou-se o procedimento de SPE com 
uma fase extratora denominada de Florisil®, o qual é composta por 
silicato de magnésio ativado. 
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4.1.1 Modo MISER 
  
O método MISER consiste em injetar vários segmentos de uma 
determinada amostra ou mistura de padrões em uma mesma corrida, 
obtendo-se um cromatograma único com maior quantidade de 
informações sobre os analitos, quando comparado com o modo de 
injeção simples. Assim, o método MISER pode proporcionar uma 
melhoria no rendimento instrumental. 
 Para empregar o método MISER, a "janela de injeção" num 
cromatograma deve ser determinada a partir do método de uma única 
injeção (Figura 2.1b). Esta “janela” permite a inclusão de mais picos no 
cromatograma por meio de múltiplas injeções e do número de injeções 
(ninj), o qual pode ser estimado usando as seguintes Equações (VISTUBA 
et al.; 2013): 
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onde tr A1, tr An, são os tempos de retenção do primeiro analito e do 
último analito e tr interf 1 e tr interf2 são tempos de retenção dos picos 
“interferentes” antes do sinal do primeiro analito e depois do sinal do 
último analito, respectivamente; wA1 , wAn, winterf 1 e winterf 2, são as 
larguras de base dos respectivos picos mencionados anteriormente. 
Todos estes tempos de retenção e as larguras dos picos foram obtidos a 
partir de um cromatograma de uma amostra analisada pelo método de 
uma única injeção da amostra (Figura 2.1b).  
 A Equação para calcular ninj selecionada depende do tempo da 
"janela de injeção", localizada entre o grupo de picos dos analitos e os 
picos vizinhos interferentes. Uma “janela” pequena irá limitar o número 
de injeções. Se a janela correspondente a tr A1 - tr interf 1 for menor do que 
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a janela relacionada ao tr interf 2 - tr An, então o ninj deve ser calculado 
usando a Equação 1, e se tr A1 - tr interf 1 for maior que tr interf 2 - tr An a 
Equação 2 deve ser utilizada. Para calcular ninj, o pico desconhecido que 
aparece próximo dos picos dos triterpenos avaliados foi considerado  
como "primeiro analito” (A1), devido à proximidade dos picos dos 
analitos, formando um bloco de picos no cromatograma no intervalo de 
tempo. Neste estudo, existe apenas o pico tr interf 1 (tempo de corrida de 
30 minutos, tr interf 2 não detectado - dados não mostrados), e, por 
conseguinte, ninj foi obtido a partir da Equação 1. Os valores médios 
para os tempos de retenção utilizados nos cálculos foram tr A1 = 8,473 
min, tr interf 1 = 3,638 min e tr An = 9,190 min e os valores médios para a 
largura de base dos picos foram wA1 = 0,326, wAn = 0,364 e winterf 1 = 
0,147. Assim, o número calculado de injeções possíveis foi de 4,85. No 
entanto, neste estudo, apenas foram realizadas 3 injeções, uma vez que a 
linha de base demonstrou um elevado ruído nos cromatogramas para os 
tempos de análise inferiores a seis minutos, e isso poderia comprometer 
a integração automática dos picos. 
 Para empregar o modo MISER em GC-FID seria necessária 
uma modificação no software que controla o equipamento. O software 
do equipamento utilizado não apresenta a opção de injeção múltipla em 
uma mesma corrida e, portanto, foi necessário criar uma sequência de 
métodos, em que cada método corresponde a uma injeção. Para a 
aquisição dos dados e suas análises, o último método da sequência foi 
usado. Para isso, foi necessário estimar o tempo de espera (tespera) entre 
os métodos da sequência aplicados no modo MISER, a fim de promover 
a separação com resoluções satisfatórias para todos os picos  originados 
a partir das diferentes injeções em uma mesma corrida. Este tempo de 
espera foi relacionado com o tempo de execução do primeiro método (t1ª 
corrida) e o tempo de pré-injeção do segundo método (tpré-injeção). A 
Equação seguinte permite que o tempo de espera (tespera) entre as 
injeções dos métodos 1 e 2 seja estimado (VISTUBA et al.; 2013): 
 
tespera = t(1ª corrida) + tpré-injeção*  (Equação 3) 
 
onde t1ª corrida é o tempo de corrida do primeiro método e tpré-injeção é o 
tempo associado com as etapas aplicadas antes da segunda injeção 
(permutação, lavagem da agulha c/ amostra e remoção de bolhas). No 
primeiro método, a pré-injeção no método 1 é diferente do método 2, 
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porque duas lavagens da agulha foram realizadas com o solvente antes 
da lavagem com a amostra. Assim, o tempo gasto nesta etapa adicional 
no método 1 (0,3 min) não deve ser considerado nas etapas de pré-
injeção para os métodos 2 e 3. 
O t1ª corrida foi calculado de acordo com a seguinte Equação 
(VISTUBA et al.; 2013): 
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onde tdelay é o tempo de intervalo do equipamento antes de começar o 
próximo método. O termo tr An - tr A1 representa o intervalo de tempo no 
qual o grupo de picos dos analitos aparece no cromatograma, ao passo 
que o termo entre parênteses representa o intervalo de tempo entre a 
separação do primeiro grupo de picos relacionados com a primeira 
injeção e o segundo grupo de picos está relacionado com a segunda 
injeção. Para calcular t1ª corrida , o pico desconhecido próximo ao pico dos 
analitos de interesse foi considerado como o "primeiro analito (A1)”, 
como no cálculo do ninj. Assim, os valores médios para os tempos de 
retenção foram tr An = 9,190 min, tr A1 = 8,473 min e tpré-injeção = 0,317 
min, com tdelay = 0,07 min, e os valores médios para a largura de base 
dos picos foram wAn = 0,364 e wA1 = 0,326. Os valores calculados para 
t1ª corrida para os métodos ficaram em torno de 0,675 min, enquanto que o 
valor experimental para o t1ª corrida usado foi de 0,6 minutos.  
 Na Figura 2.2, um diagrama esquemático do modo MISER 
mostra cada passo dos procedimentos. O primeiro e o segundo métodos 
da sequência apenas apresentam um tempo de corrida de 0,6 min cada. 
Desta forma, os dados destas corridas não são utilizados para a 
aquisição dos dados para gerar um cromatograma. Apenas a partir do 
terceiro método da sequência que os dados são adquiridos, gerando o 
cromatograma final com as injeções dos diferentes segmentos dos 
analitos. 
O método foi aplicado com sucesso na separação de friedelan-
3-ol e friedelin a partir de extratos de amostras de folhas de M. ilicifolia 
submetidas a extração em fase sólida. Apesar da complexidade da 
matriz da amostra, foi possível a realização de três injeções na mesma 
corrida com boa resolução entre os picos, conforme ilustra a Figura 2.3. 
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Os analitos podem ser verificados por comparação dos tempos de 
retenção dos padrões com os tempos dos analitos detectados nas 
amostras, bem como pela adição de padrão nas amostras. 
 
Figura 2. 2 Etapas que envolvem o processo de injeção múltipla no GC-FID. 
Círculo branco interno indica o número de métodos programados no software 
do equipamento para o desenvolvimento do modo MISER. Círculo externo 
indica as etapas de cada método sequencial desenvolvido.  
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Fonte: VISTUBA et al., (2013). 
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Figura 2. 3 Cromatograma do método analítico empregando o modo MISER 
para a separação dos triterpenos friedelan-3-ol e friedelin no extrato das folhas 
de M. ilicifolia. Condições experimentais: injeções múltiplas com um tempo de 
espera de 0,6 min entre injeções; temperatura do injector 280°C, modo split 
(1:90), taxa de fluxo de 1,5 mL min-1, temperatura do forno 300°C (isoterma), 
FID: 320°C. Legenda: 1 - friedelan-3-ol; 2 - friedelin; D* - Desconhecido. 
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*D – Pico desconhecido (Friedelan-3β-ol). 
 
Uma comparação entre os modos de injeção simples e múltipla 
permitiu um aumento no rendimento instrumental pelo procedimento 
proposto. No modo de injeção simples, o tempo de análise instrumental 
foi de 10,6 min permitindo que 5 amostras fossem analisadas por hora. 
Por outro lado, no modo de injeção múltipla o tempo de análise 
instrumental foi 13 minutos permitindo que 13 amostras fossem 
analisadas por hora. Assim, o rendimento instrumental aumentou 2,6 
vezes empregando o modo MISER. No que diz respeito ao tempo de 
análise total, que inclui o tempo instrumental e o tempo de preparação 
das amostras, os modos de injeção simples e múltipla permitiram que 4 
e 10 amostras fossem analisadas por hora, respectivamente. O tempo 
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médio de preparação de 18 amostras foi cerca de 30 minutos. Diante 
disso, foi possível observar que o aumento da frequência analítica foi 
mantido em um fator de 2,5 demonstrando que a utilização do modo 
MISER conduziu a uma melhoria do rendimento das análises. 
 
 
4.2 PROCEDIMENTO DE EXTRAÇÃO DOS TRITERPENOS NAS 
AMOSTRAS DE M. ilicifolia  
 
4.2.1 Preparação do extrato hexânico 
 
 O resultado do estudo para o procedimento de extração, o qual 
se avaliou a influência da temperatura e do tempo na extração por ul-
trassom, pode ser observado na Figura 2.4. Os dados mostram que hou-
ve influência da temperatura no procedimento de extração dos analitos, 
isto é, quando o extrato hexânico foi submetido a aquecimento a 60 ºC, 
a concentração de friedelin e friedelan-3-ol aumentou significativamente 
em relação à extração em temperatura ambiente. Outro fator importante 
foi o tempo de extração no ultrassom, o qual mostrou maior influência 
no procedimento de extração com aquecimento, cujo tempo adequado 
para extração foi de 3 minutos, atingindo a estabilidade em torno de 6 
minutos. 
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Figura 2. 4 Avaliação do procedimento de extração dos triterpenos da M. ilicfi-
olia. Variação de tempo de extração dos compostos friedelan-3-ol e friedelin 
(concentração total, mg g-1) com o auxílio de ultrassom a temperatura 25 ºC e a 
60 ºC. 
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4.2.2 Avaliação dos volumes de extrato hexânico e clorofórmio para 
o procedimento de clean up utilizando extração em fase sólida 
 
Posteriormente, foi necessário realizar um estudo relacionado 
ao volume do extrato hexânico a ser percolado pelo cartucho de SPE, 
bem como o volume necessário de clorofórmio para dessorver os anali-
tos do adsorvente Florisil®. O volume de extrato hexânico avaliado para 
a percolação no cartucho de SPE variou de 1 e 4 mL, sendo que uma 
alíquota do volume percolado foi injetada no GC, afim de verificar a 
presença dos triterpenos. Inicialmente, um volume de 1 mL foi percola-
do pelo cartucho de SPE e analisado no GC e posteriormente, sucessivas 
adições de 1 mL sobre o mesmo cartucho foram realizadas a fim de 
atingir a saturação do mesmo. Observou-se que, após a percolação de 4 
mL do extrato hexânico no cartucho, os analitos não ficaram totalmente 
retidos no adsorvente. Com isso, um volume adequado do extrato hexâ-
nico a ser percolado no cartucho foi de 3 mL, uma vez que os analitos 
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ficaram totalmente retidos, sem apresentar nenhum sinal cromatográfi-
co. Logo, o cartucho de SPE atingiu sua capacidade de adsorção máxi-
ma dos analitos friedelan-3-ol e friedelin.  
Em seguida, para a dessorção total dos analitos, variou-se o vo-
lume de clorofórmio de 1 a 4 mL, no qual sucessivas adições de 1 mL 
do eluente foram percoladas pelo cartucho de SPE. Uma alíquota do 
eluato foi posteriormente analisada no GC para verificar a presença dos 
analitos. O volume necessário para a dessorção total dos triterpenos foi 
de 3 mL, uma vez que volumes acima deste não apresentaram sinal 
cromatográfico. 
 
4.3 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS DE VALIDAÇÃO DO MÉ-
TODO MISER 
 
 Após a otimização do procedimento de extração, bem como a 
otimização do método, foi necessário realizar a avaliação de alguns 
parâmetros de validação do método MISER antes da quantificação das 
amostras de M. ilicifolia. 
A avaliação dos parâmetros do método proposto para a 
determinação de friedelan-3-ol e friedelin em amostras de folha de M. 
ilicifolia foi realizada de acordo com as recomendações do ICH (2005). 
Os parâmetros analisados foram: linearidade da curva de calibração 
externa, limite de detecção (LD) e quantificação (LQ), repetibilidade 
(instrumental e intra-ensaio), precisão intermediária e seletividade. 
 A Tabela 2.1 mostra os valores obtidos para os parâmetros 
analíticos com base nas curvas de calibração externa para os analitos 
friedelan-3-ol e friedelin utilizando injeção múltipla, com um intervalo 
linear de 5-70 mg L-1 (com seis níveis de concentração) com um 
coeficiente de determinação, R2 > 0,99. Uma outra maneira de verificar 
o ajuste do modelo linear foi a partir da análise de variância (ANOVA) 
pelo teste F, o qual indicou um valor maior para o Fcalculado que o Fcrítico, 
para os dois analitos, e isto indica que o modelo linear tem significância 
estatística.   
Os valores de LD e LQ para fridelan-3-ol foram 0,25 mg L-1 e 
0,78 mg L-1, respectivamente, e para o friedelin os respectivos valores 
foram 0,38 mg L-1 e 1,15 mg L-1. O método proposto apresentou 
melhores valores para LD, quando comparado ao trabalho desenvolvido 
para Nossack et al., (2000). 
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Tabela 2. 1 Parâmetros das curvas de calibração externa das soluções padrão de 
friedelan-3-ol e friedelin utilizando modo MISER. 
Parâmetros Friedelan-3-ol  Friedelin 
   
Linearidade – faixa de calibração (mg L-1)(a) 5 – 70 5 – 70 
   
Linearidade – inclinação (L mg-1) (a) 0,320 0,163 
   
Desvio padrão – inclinação 0,009 0,008 
   
Linearidade-intercepto (a) 0,102 0,205 
   
Desvio padrão – intercepto 0,004 0,062 
   
R2 0,996 0,993 
   
LD (mg L-1) (b) 0,3 0,4 
   
LQ (mg L-1) (b) 0,8 1,2 
   
Fcalculado(c)  2.122 1.289 
   
tcalculado 
(d)
 3,9 1,3 
(a)
 Curva de calibração com seis níveis de concentração, cada ponto da curva preparado foi 
injetado em duplicata. 
(b)
 Limites de detecção e quantificação calculados a partir das equações:  
LD = (3,3 x s)/S; LQ = (10 x s)/S, onde s é o desvio padrão do intercepto e S é a inclinação 
da curva analítica. 
(c)
 Teste F: Fcrítico = 7,71; sendo α = 0,05. 
(d) Teste t; tcrítico = 4,3; sendo α = 0,05. 
 
Para avaliar o efeito de matriz, a curva de calibração externa foi 
comparada com a curva de adição de padrão. No caso do friedelan-3-ol 
o valor da inclinação da curva de calibração externa utilizando injeções 
múltiplas foi 0,320 ± 0,009, enquanto o valor correspondente para a 
curva de adição de padrão foi de 0,290 ± 0,006. Já os valores de 
inclinação das curvas para friedelin foram 0,163 ± 0,008 e 0,153 ± 
0,005, respectivamente. A partir do teste t, observou-se que não houve 
diferença significativa  entre  as  inclinações  das  curvas de calibração 
externa e de adição de padrão, pois os valores de tcalculado foram 
inferiores ao tcrítico, para um intervalo de 95% de confiança, para ambos 
os analitos. Isto sugere que não houve efeito de matriz da amostra, 
indicando que o método apresenta seletividade. 
Os ensaios de recuperação empregando o modo MISER foram 
realizados em cinco níveis de concentração, apresentando bons 
resultados com relação as concentrações adicionadas. A Tabela 2.2 
mostra os resultados da recuperação para os dois analitos, os quais 
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variaram entre 91-101% para o  friedelan-3-ol e 82-103% para o friede-
lin, indicando que o método proposto apresenta boa exatidão. 
 
Tabela 2. 2 Resultados dos ensaios de recuperação dos analitos friedelan-3-ol e 
friedelin do extrato de M. ilicifolia usando o modo MISER. 
Analitos Concentração (mg L
-1)(a) Recuperado (%)(b) 
Adicionado Encontrado  
    
Friedelan-3-ol 
5,0 5,0 100 
   
10,0 9,1 91 
   
15,0 15,1 101 
   
25,0 24,8 99 
   
35,0 35,5 101 
 
   
Friedelin 
5,0 5,0 100 
   
10,0 8,2 82 
   
15,0 15,5 103 
   
25,0 23,9 96 
   
35,0 36,1 103 
(a)
 Valores de recuperação dos padrões adicionados ao extrato de M. ilicifolia.  
Inclinação da curva de adição de padrão: friedelan-3-ol 0,290±0,004 e friedelin 0,153±0,005. 
Concentração de friedelan-3-ol e friedelin na amostra foi de 3,5 mg L-1 e 20,04 mg L-1, res-
pectivamente. 
(b)
 Média dos resultados de três medidas de uma replicata (n=3). 
 
A Tabela 2.3 apresenta os valores dos parâmetros de avaliação do 
método proposto e estão representados pelo coeficiente de variação 
(CV). A precisão instrumental foi determinada com uma solução dos 
padrões de friedelan-3-ol e friedelin (50 mg L-1), e também em uma 
amostra de extrato das folhas de M. ilicifolia (valores entre parênteses). 
Os valores de CV para a variação da área do pico dos padrões nos 
diferentes segmentos dos analitos foram inferiores a 5%. Quando se 
avaliou a amostra de M. ilicifolia os valores de CV para os segmentos 
variou entre 2,27 e 4,16% para friedelan-3-ol e 2,39 a 2,81% de 
friedelin. O valor de CV para o tempo de retenção tanto dos padrões 
quanto para as amostras foi inferior a 0,5%. Apesar da complexidade da 
matriz, estes valores foram satisfatórios. 
 Para a precisão intra-ensaio de uma solução padrão dos analitos 
de 50 mg L-1, os valores de CV variaram entre 4,21 e 6,37% para 
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friedelan-3-ol e 3,92 até 7,10% para friedelin. O valor de CV para a 
amostra de M. ilicifolia foi inferior a 15% e, nestes ensaios, o valor de 
CV para o tempo de retenção foi menor que 0,5%. 
 No caso da precisão intermediária, os valores de CV para os 
padrões variou entre 7,31-10,25% para friedelan-3-ol e 5,07-6,15% para 
friedelin. Para as amostras de M. ilicifolia, os valores de CV variaram de 
15,31-20,59% para friedelan-3-ol e 8,59-12,07% para friedelin. Ao 
avaliar o tempo de retenção para a solução padrão e para os analitos na 
amostra os valores de CV foram inferiores a 0,5%. 
De acordo com Huber (2007), a precisão é um fator de que 
depende da complexidade da matriz, no caso de amostras alimentícias os 
valores de CV podem variar entre 2 – 20%. Deste modo, o emprego do 
modo MISER apresentou valores consideráveis para os parâmetros de 
validação de um método, indicando que este é um método preciso e 
pode ser aplicado em matrizes complexas, como é o caso de plantas. E 
ainda, o método proposto apresentou uma boa eficiência de separação 
entre os analitos, com valores elevados para o número de pratos.  
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Tabela 2. 3 Avaliação da adequabilidade do sistema para a determinação de 
friedelan-3-ol e friedelin utilizando o modo MISER. 
Parâmetros 
 
Friedelan-3-ol Friedelin 
Precisão Instrumental, CV (%) – área 
do pico (a) 
 2,7 – 3,8  
(2,3 – 4,2) 
2,6 – 4,6 
(2,4 – 2,8) 
    
Precisão Instrumental, CV (%) – tem-
po de retenção (a) 
 0,1 – 0,2 
(0,1 – 0,5) 
0,1 – 0,2 
(0,1 – 0,4) 
    
Precisão Intra-ensaio, CV (%) –  
área do pico (a) 
 4,2 – 6,4 
(10,2 – 14,5) 
3,9 – 7,1 
(7,7 – 13,4) 
    
Precisão Intra-ensaio, CV (%) –  
tempo de retenção (a) 
 0,1 – 0,5  
(0,1 – 0,4) 
0,1 – 0,4  
(0,1 – 0,4) 
    
Precisão Intermediária, CV (%) - área 
do pico (a) 
 7,3 – 10,2  
(15,3 – 20,5) 
5,1 – 6,1  
(8,6 – 12,1) 
    
Precisão Intermediária, CV (%) - tem-
po de retenção (a) 
 0,1 – 0,5  
(0,1 – 0,3) 
0,1 – 0,4  
(0,1 – 0,3) 
    
Número de pratos (b)  15.206 23.582 
   
Resolução  1,8-1,9 
   
Simetria de pico (b)  0,86-0,88 0,94-0,98 
Resolução calculada (n=10) conforme a equação:  Rs=2(tn−tn−1)/(wn+wn−1), onde t é o 
tempo de retenção do pico e w é a largura de base do pico. Concentração de friede-
lan-3-ol e friedelin em torno de 50  mg L−1. Valor médio de simetria de pico para 
n=10. 
aCoeficiente de variação calculado através da equação:  CV =(P/ū)×100, onde P é o 
desvio padrão absoluto e ū é a média aritmética da área do pico do analito ou média 
aritmética do tempo de retenção. Valor de CV para precisão instrumental (n=10) ana-
lisado na mesma solução; precisão intra-ensaio (n=6) e precisão intermediária (n=9). 
Valores entre parênteses representam as amostras dos extratos das folhas de M. ilici-
folia. 
bNúmero de pratos calculados para n  =  10 de acordo com a equação: N=16(ti/wi)2, onde 
ti é o tempo  de migração (minutos) do analito e wi é a largura de base deste analito. 
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4.4 ANÁLISE DAS AMOSTRAS 
  
A fim de se avaliar a influência dos acúleos foliares presentes nas 
espécies de Maytenus ilicifolia, em relação à concentração dos triterpe-
nos friedelan-3-ol e friedelin, foram analisados 111 indivíduos desta 
planta, as quais estão sob as mesmas condições de clima e solo. Apesar 
da complexidade da matriz de amostras, foi possível injetar três 
segmentos de diferentes amostras empregando o método MISER após 
clean up com SPE. Ao utilizar o modo MISER foi possível também 
notar a diferença entre os diferentes indivíduos em um mesmo cromato-
grama com relação à presença dos triterpenos, como se pode observar na 
Figura 2.5. 
 
Figura 2. 5 Cromatograma com a injeção de três segmentos de amostra, repre-
sentando três indivíduos diferentes de M. ilicifolia. 
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A variação das concentrações dos triterpenos friedelan-3-ol e fri-
edelin em relação aos diferentes indivíduos de M. ilicifolia pode ser 
analisada na Figura 2.6. Esses diferentes indivíduos foram separados em 
quatro grupos, os quais estão relacionados à quantidade de acúleos folia-
res presentes. 
Como o triterpeno friedelan-3ol é um isômero de posição (alfa e 
beta), a quantificação desses isômeros foi realizada por meio de uma 
única curva de calibração externa utilizando o padrão comercial. Sendo 
assim, a Figura 2.6(a), representa a soma das concentrações dos triterpe-
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nos friedelan-3α-ol e friedelan-3β-ol, cuja média variou entre 2,86 – 
3,73 (± 0,62) mg g-1. Já a concentração média de friedelin variou entre 
2,26 – 2,47 (± 0,15) mg g-1 e esta variação pode ser observada na Figura 
2.6(b). 
 
Figura 2. 6 Concentração dos triterpenos friedelan-3-ol (a) e friedelin (b) em 
relação aos grupos de diferentes indivíduos de M. ilicifolia. 
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Grupo 1 - nº acúleos: 0 a 1; Grupo 2 - nº acúleos: 0 a 4; 
Grupo 3 - nº acúleos: 2 a 4 e Grupo 4 - nº acúleos: 4 ou mais. 
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A fim de verificar se há diferença estatística entre os diferentes 
grupos de acúleos, uma vez que os indivíduos estão sob as mesmas con-
dições de clima e de solo, inicialmente, avaliaram-se os pressupostos de 
normalidade, homocedasticidade e independência de resíduos, porém, 
um desses pressupostos foi violado. 
Diante disto, foi necessário utilizar o método não paramétrico de 
Kruskal-Wallis para comparar as diferentes populações, o qual está 
descrito na Tabela 2.4. Com valores de p-valor > 0,05, com 95% de 
intervalo de confiança, isto indica que as concentrações de friedelan-3-
ol e friedelin em todos os grupos são estatisticamente iguais. Apesar de 
alguns indivíduos apresentarem valores atípicos de concentração dos 
triterpenos dentro de um mesmo grupo (outliers: indivíduos 76 e 
91(friedelan-3-ol); indivíduos 69 e 118 (friedelin), observou-se que não 
houve correlação entre a presença de acúleos e a concentração dos anali-
tos estudados, isto é, os acúleos não influenciam no aumento da concen-
tração dos triterpenos. Isto favorece a escolha de plantas com menor 
número de acúleos para o desenvolvimento de uma nova cultivar, uma 
vez que apresentam concentração adequada dos marcadores quimiota-
xonômicos. A concentração individual de cada analito para cada indiví-
duo se encontra descrito no Anexo B. 
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Tabela 2. 4 Teste de Kruskal-Wallis para comparação entre os diferentes grupos de M. ilicifolia em função da concentração de 
friedelan-3-ol e friedelin. 
 Fatores 
Comparados 
(Grupos) 
Diferença 
Observada 
Diferença  
Crítica Diferença 
Kruskal-Wallis 
(Qui-quadrado) 
Graus de 
Liberdade p-valor 
Friedelan-3-ol 
1 - 2  26,20 53,71 
Não 2,67 3 0,45 
1 - 3 22,55 48,41 
1 - 4 23,86 38,98 
2 - 3 3,65 48,41 
2 - 4 2,34 38,98 
3 - 4 1,31 31,29 
 
       
Friedelin 
1 - 2 2,40 53,71 
Não 0,26 3 0,97 
1 - 3 6,29 48,41 
1 - 4 2,69 38,98 
2 - 3 8,69 48,41 
2 - 4 5,09 38,98 
3 - 4 3,59 31,29 
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Até o momento, nenhum outro estudo foi realizado relacionando 
a concentração destes analitos com a presença de acúleos em M. ilicifo-
lia, apenas a variação da concentração destes analitos em populações de 
diferentes localidades, conforme descrito por Mossi et al. (2010). Os auto-
res avaliaram a distribuição química de friedelan-3-ol e friedelin em 
dezoito populações nativas de M. ilicifolia localizadas em diferentes 
cidades do Brasil. A concentração de friedelan-3-ol variou entre 3,52 – 
16,41 mg g-1 e de friedelin em torno de 2,61 – 10,50 mg g-1.  
Apesar dos valores terem sido superiores aos encontrados no pre-
sente trabalho, alguns aspectos devem ser levados em consideração para 
a avaliação do perfil químico dos extratos obtidos de plantas medicinais, 
como por exemplo, a localização geográfica, época da colheita, condi-
ções climáticas, manejo de cultivo, idade do material vegetal, período e 
condições de armazenamento. 
 
4.5 COMPARAÇÃO DO MÉTODO PROPOSTO COM ALGUNS 
MÉTODOS DA LITERATURA 
 
Algumas características do método MISER foram comparadas 
com outros métodos da literatura utilizados na determinação dos triter-
penos friedelan-3-ol e friedelin e foram resumidas na Tabela 2.5. 
Ao compararmos a frequência instrumental do método empre-
gando MISER, apenas avaliando o tempo de análise instrumental, ob-
servou-se que o método proposto tem a vantagem de analisar mais a-
mostras do que os outros métodos em um mesmo intervalo de tempo. 
Embora o método analítico desenvolvido por Nossack et al., (2000) 
seja mais rápido quando comparado ao método que utiliza MISER, não 
foi possível verificar o tempo de preparo de amostra, que deve ser con-
tabilizado para comparar a frequência analítica entre ambos os métodos. 
Dentre os outros métodos descritos (YARIWAKE et al., 2005; TIAN 
et al., 2009; MOSSI et al., 2010), o método MISER foi superior, tanto em 
preparo de amostra quanto em tempo de análise instrumental. 
Uma alternativa para um preparo de amostra mais rápido e au-
mentar ainda mais a frequência analítica do método seria a avaliação dos 
triterpenos na cera superficial da folha da M. ilicifolia, conforme estudo 
realizado por Maarseveen; Han e Jetter (2009). Contudo, um estudo apro-
fundado da representatividade das amostras e da planta como um todo 
deve ser realizado previamente, uma vez que as amostras não apresen-
tam uniformidade de tamanhos.  
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Tabela 2. 5 Comparação entre o método proposto com outros métodos da literatura na determinação de friedelan-3-ol e friedelin. 
PLANTA PREPARO DE AMOSTRA TÉCNICA FREQ. INS-TRUM.* REFERÊNCIAS 
M. ilicifolia 
Extração+SPE 
(t=1,5 min por amostra) 
 
GC-FID 
(t = 10 min) 13 VISTUBA et al., 2013 
M. aquifolium 
Extração com solvente orgânico  
(t=1 min) + SPE (não informa-
do) 
 
HTGC-FID 
(t = 5 min) 12 NOSSACK et al., 2000 
M. aquifolium 
Extração com solvente orgânico  
(t=1 min) + SPE (não informa-
do) 
 
GC-FID 
(t ~ 30 min) 3 YARIWAKE et al., 2005 
M. ilicifolia 
Extração por fluido supercrítico 
com CO2 
(t=90 min) 
 
GC-MS 
(t = 90 min) 1 MOSSI et al., 2010 
Radix asteris 
Extração com 
solvente orgânico  
 (t=60 min) 
 
HPLC-ELSD 
(t=25 min) 2,4 TIAN et al., 2009 
Kalanchoe daigremon-
tiana 
Extração superficial da cera;  
(t=90 seg) 
GC-MS 
(t = não infor-
mado) 
- 
MAARSEVEEN; HAN; JET-
TER, 2009 
 
*Frequência instrumental - Número de amostras por hora (considerando apenas o tempo de análise instrumental). 
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5 CONCLUSÕES 
 
Neste capítulo foi apresentado um método que utiliza injeções 
múltiplas em uma mesma corrida com a técnica de GC- FID para análise 
dos triterpenos friedelin e friedelan-3-ol em extratos hexânicos de M. 
ilicifolia. Uma série de equações foi proposta para estimar o número de 
injeções possíveis em uma única corrida, incluindo o tempo de espera 
entre os métodos utilizados para este modo de injeção.  
O método utilizado proporcionou um aumento na frequência 
instrumental por um fator de cerca de 2,5 quando se aplica o método 
MISER, em comparação com o método de injeção simples. Além disso, 
o método proposto apresentou bom desempenho analítico para os 
parâmetros de validação. 
O detector FID utilizado contribuiu para limitar o número de 
injeções múltiplas no método devido à detecção não seletiva. O método 
MISER tem potencial para ser aplicado em outras colunas 
cromatográficas com diferentes fases estacionárias, bem como outros 
tipos  de detecção mais seletivos, tais como espectrometria de massa. 
Assim, seria possível monitorar cada analito na sua razão massa/carga 
específica e aumentar o número de injeções na mesma corrida, 
contribuindo para melhor rendimento instrumental. 
 O método que utiliza múltiplas injeções poderia ser adaptado 
para uso em qualquer equipamento de GC convencional, ao contrário de 
outros métodos encontrados na literatura, que para aumentar a 
frequência instrumental utilizaram algum tipo de modificação 
instrumental. Uma sugestão, seria que o software do equipamento 
pudesse ser modificado de modo a permitir múltiplas injeções, sem a 
necessidade de criar métodos em sequência.  
 A etapa do preparo da amostra foi fundamental para o 
desenvolvimento do método MISER. O procedimento de clean up 
utilizando SPE permitiu a obtenção de um cromatograma com número 
reduzido de picos - favorecendo a injeção múltipla. 
O método de injeção múltipla permitiu a quantificação dos 
triterpenos,  friedelan-3-ol e friedelin em extratos de folhas de diferentes 
indivíduos de M. ilicifolia, cuja concentração média variou entre 2,86 – 
3,73 (± 0,62) mg g-1 e 2,26 – 2,47 (± 0,15) mg g-1, respectivamente. 
Além disso, permitiu comparar diferentes indivíduos  em um mesmo 
cromatograma.  
84 
 
A partir do método não paramétrico de Kruskal-Wallis observou-
se que não houve correlação entre os diferentes grupos de acúleos e os 
triterpenos para os diferentes grupos de M. ilicifolia. Este resultado 
auxilia na seleção das plantas para uma nova cultivar com menor 
número de acúleos.  
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CAPÍTULO 3. Determinação de flavonóis em M. ilicifolia por ele-
troforese capilar de zona utilizando planejamento 
de experimentos  
  
1 INTRODUÇÃO 
 
O emprego de plantas popularmente conhecidas por medicinais, 
como a M. ilicifolia no tratamento de algumas doenças é uma prática 
muito difundida no Brasil. O amplo interesse nesta espécie, juntamente 
com o aumento de sua utilização pela indústria farmacêutica, acentuou a 
importância do desenvolvimento de métodos analíticos para determina-
ção e controle de qualidade de seus princípios ativos, como forma de 
padronização de fitoterápicos, permitindo uma estimativa de possíveis 
marcadores quimiotaxonômicos (LEITE et al., 2001).  
Dentre os princípios ativos encontrados na M. ilicifolia encon-
tram-se os flavonóis, subgrupo da classe dos flavonoides. Estudos rela-
tam diversas atividades farmacológicas para alguns flavonóis presentes 
nesta espécie, tais como, anti-inflamatória, antiulcerogência e de redu-
ção da motilidade gastrointestinal (JORGE et al., 2004; BAGGIO et al., 
2009; LEITE et al., 2010). 
A determinação de compostos flavônicos e dos compostos fenóli-
cos, em geral, pode ser realizada por meio de complexação com cloreto 
de alumínio, sendo analisada por espectrofotometria, cuja medida indica 
o teor de flavonoides totais, sem a possibilidade de identificar quais são 
os tipos presentes (HUANG et al., 2009; FERNANDES et al., 2012). Outra 
técnica empregada para a determinação destes compostos é a GC-MS, 
que, de acordo com estudo realizado por PROESTOS et al., (2006) e KUS-
KOSKI et al., (2012) apesar de apresentar seletividade superior quando 
comparado ao uso de outras técnicas, devido a especificidade do detec-
tor, o qual informa a massa molar dos analitos, ainda assim existe a 
necessidade de procedimentos de derivatização para a conversão dos 
analitos em compostos mais voláteis e estáveis, tornando o método labo-
rioso.  
A técnica mais empregada para a separação e quantificação dos 
compostos fenólicos é a HPLC-UV (LEITE et al., 2001; CHEN; ZUO; 
DENG, 2001; YARIWAKE et al., 2005) ou HPLC-MS/MS (TSIMOGIAN-
NIS et al., 2007; DE SOUZA et al, 2008a; CUOCO; MATHE; VIEILLESCA-
ZES, 2014) ou a combinação dos mesmos (TIBERTI et al., 2007). Alguns 
90 
 
fatores são importantes para a análise destes compostos, tais como, a 
escolha da fase móvel e do tipo de coluna adequados, e ainda, a purifi-
cação das amostras complexas e/ou pré-concentração dos analitos com o 
emprego de cartuchos de SPE, a fim de melhorar a separação dos anali-
tos se faz necessária (CHEN; ZUO; DENG, 2001; KHODDAMI; WILKES; 
ROBERTS, 2013). 
A eletroforese capilar (CE, do inglês capillary electrophoresis) 
vem se mostrando uma técnica versátil para análises de compostos or-
gânicos e inorgânicos, uma vez que apresenta um custo operacional 
inferior quando comparada com as técnicas cromatográficas (COLOM-
BARA; TAVARES; MASSARO, 1997). Além disso, apresenta vantagens 
como pequeno volume de injeção de amostra, alta eficiência de separa-
ção e tempos de análise apreciavelmente curtos. Essas características 
demonstram sua utilidade na determinação rápida e eficiente de compos-
tos fenólicos em extratos vegetais (LUO et al., 2007). Dentre as modali-
dades da CE, a eletroforese capilar de zona (CZE, do inglês capillary 
zone electrophoresis) e a cromatografia eletrocinética micelar vêm sen-
do empregadas para a determinação de compostos fenólicos em diferen-
tes matrizes (TONIN et al., 2005; PERES et al., 2009; DIAGONE et al., 
2012). 
 Devido à estrutura dos flavonoides apresentar grupos hidroxila, 
conforme elucidado no Capítulo 2 (item 2.2.2), o método por CZE mais 
encontrado na literatura para sua determinação é a partir da complexa-
ção com íons borato, o qual permite melhor eficiência na separação 
mesmo que os analitos não estejam completamente ionizados (MORIN; 
VILLARD; DREUX, 1993a; MORIN; VILLARD; DREUX, 1993b; WANG; 
HUANG, 2004; TONIN et al., 2005; PERES et al., 2009; DIAGONE et al., 
2012).  
Para o desenvolvimento de um método por CZE, é necessário a-
valiar alguns parâmetros, tais como: composição, força iônica e pH do 
eletrólito de corrida (BGE, do inglês background eletrolyte); tensão 
aplicada; temperatura de separação; tamanho do capilar; entre outros. 
Uma ferramenta que pode auxiliar na escolha dos parâmetros ideais de 
um método é o software Peakmaster, que permite uma simulação prévia 
de analitos cuja mobilidade seja conhecida, sem a necessidade de reali-
zar procedimentos experimentais. Entretanto, a simulação para alguns 
compostos não é possível, como é o caso dos compostos fenólicos, uma 
vez que as mobilidades dos mesmos não são conhecidas. Diante disso, é 
possível utilizar o planejamento de experimentos (DOE, do inglês de-
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sign of experiment) para o desenvolvimento de métodos analíticos para 
separação desses compostos. Esta ferramenta tem sido muito utilizada e 
mostra-se vantajosa e eficiente para o desenvolvimento e otimização de 
métodos de separação, uma vez que permitem a avaliação dos efeitos de 
interação entre as variáveis com um número reduzido de ensaios e torna 
possível a construção de modelos empíricos para a previsão de condi-
ções experimentais adequadas, tais como na escolha da composição do 
BGE, tempo de preparo de amostra, entre outros. Diversos são os traba-
lhos encontrados na literatura que vem empregando o DOE no desen-
volvimento de métodos de separação por CE (ANURUKVORAKUN; 
SUNTORNSUK; SUNTORNSUK, 2006; PERES et al., 2009; MEINHART et 
al., 2011; BALLUS et al., 2011).  
Dentre os trabalhos encontrados na literatura para a avaliação de 
flavonóis presentes em M. ilicifolia (TIBERTI et al., 2007; DE SOUZA et 
al., 2008a; DIAGONE et al., 2012), até o presente momento, nenhum des-
tes quantificou os flavonóis, apenas identificaram alguns flavonóis-3-O-
glicosilados, derivados de quercetina e canferol.  
Nesse contexto, o estudo apresentado neste capítulo propõe o 
emprego de DOE no desenvolvimento de um método para a separação e 
quantificação de flavonóis em extratos de M. ilicifolia. Diante disso, 
têm-se os objetivos do presente capítulo.  
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL  
 
Desenvolver um método para determinação de flavonóis em M. 
ilicifolia por eletroforese capilar de zona com o auxílio do planejamento 
de experimentos na escolha dos parâmetros inerentes ao método, tais 
como composição do BGE e condições de hidrólise ácida.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
 Avaliar as concentrações adequadas de TBS e metanol para a 
composição do BGE empregando o DOE para a separação dos 
flavonóis presentes no extrato hidroalcoolico das folhas secas e 
moídas da M. ilicifolia;  
 
 Propor um método rápido e eficiente de hidrólise ácida dos 
flavonóis presentes na amostra, selecionando a concentração de 
ácido clorídrico, temperatura e tempo de hidrólise utilizando 
DOE; 
 
 Avaliar as agliconas presentes nos extratos hidroalcoolicos após 
o procedimento de hidrólise ácida, bem como a estabilidade das 
mesmas conforme a alteração do pH (2-8); 
 
 Sugerir um método eficiente para a extração dos flavonóis da 
M. ilicifolia, avaliando a influência do tempo de sonicação e 
concentração adequada de metanol:água; 
 
 Avaliar os parâmetros de validação do método: linearidade; 
limites de detecção e quantificação; precisão intra-ensaio e in-
termediária; e recuperação; 
 
 Determinar o perfil dos 111 indivíduos de M. ilicifolia com 
relação à presença dos flavonóis e correlacionar com o número 
de acúleos;  
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3 EXPERIMENTAL 
 
3.1 REAGENTES E SOLUÇÕES  
 
 O solvente utilizado no procedimento de extração dos flavonóis 
foi metanol P.A. (MeOH) (Vetec Química Fina, Rio de Janeiro). Uma 
solução estoque de HCl 8 mol L-1 (Vetec Química Fina, Rio de Janeiro) 
foi utilizada para o procedimento de hidrólise ácida. Para o procedimen-
to de correção do pH, após a hidrólise ácida, utilizou-se uma solução 
estoque de Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) com concentração de 
1,23 mol L-1 (Sigma-Aldrich, São Paulo).  
Para a composição do BGE, utilizou-se uma solução estoque de 
tetraborato de sódio (TBS) 100 mmol L-1 (Sigma-Aldrich, São Paulo, ) e 
MeOH.  
A solução estoque contendo o padrão interno (PI) metilparabeno 
foi de 90 mg L-1 (Sigma–Aldrich, São Paulo).  
A curva de calibração externa foi preparada com soluções esto-
que dos padrões de canferol (1050 mg L-1) e quercetina (1080 mg L-1) 
(Sigma-Aldrich, São Paulo) preparados em MeOH:H2O (1:1) com dilui-
ções apropriadas contendo a concentração final de TRIS (0,41 mol L-1), 
HCl (0,4 mol L-1) e PI (30 mg L-1).  
 
3.2 INSTRUMENTAÇÃO   
 
 As análises dos flavonóis foram efetuadas em um equipamento 
de CE-UV-Vis (Agilent Technologies modelo 7100 CE). As 
determinações foram realizadas em 390 nm, com temperatura de 25°C 
em um capilar de sílica fundida com revestimento externo de poli-imida 
(Polymicro Technologies, E.U.A.). Utilizou-se um capilar cujo 
comprimento total, Ltot, era de 32 cm (50 µm de diâmetro interno e 375 
µm de diâmetro externo) e comprimento até o detector, Ldet de 23,5 cm. 
O condicionamento inicial do capilar foi realizado utilizando uma 
pressão de 940 mbar com trinta minutos com NaOH (1 mol L-1) e em 
seguida, por mais trinta minutos com água desionizada (Milli-Q, 
Millipore, E.U.A.).  
Para a determinação dos analitos (λ = 390 nm), utilizou-se como 
composição do BGE (20 mmol L-1 de TBS e 20% MeOH). Incialmente, 
o capilar foi condicionado com o BGE durante 10 minutos, em seguida, 
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empregou-se o modo de injeção hidrodinâmica 50 mbar (3 segundos, 
amostra) e um plug de água após a amostra (50 mbar, 5 s) e para 
separação dos analitos aplicou-se um tensão de 30kV (polaridade 
positiva na injeção). A aquisição e o tratamento dos dados foram 
realizados utilizando o software  Chemstation®, ver. A.06.01. 
  
3.3 PREPARO DE AMOSTRA 
 
3.3.1 Planejamento de experimentos 
 
As seguintes condições foram avaliadas utilizando planejamento 
de experimentos: concentração adequada de TBS e MeOH para a com-
posição do BGE e concentração de HCl, temperatura e tempo de hidróli-
se dos flavonóis glicosilados.  
 
3.3.1.1 Composição do BGE para a separação dos flavonóis glicosila-
dos 
 
Para a separação dos analitos, a composição do BGE foi 
otimizada mediante um planejamento fatorial 22, com ponto central (três 
replicatas), variando as concentrações de TBS (10 – 30 mmol L-1) com 
MeOH (10 – 30%), conforme descrito na Tabela 3.1. A resposta para 
este planejamento fatorial foi correlacionada com o manior número de 
picos presentes.O tratamento dos dados foi realizado utilizando o 
software Action 2.6 (ESTATCAMP©).  
 
Tabela 3. 1 Planejamento fatorial 22 como ponto central para o eletrólito de 
corrida. 
Variáveis Independentes Níveis  
+1 0 -1 
TBS (mmol L-1) 30 20 10 
MeOH (%) 30 20 10 
+ 1 - nível superior; 0 – ponto central; -1 – nível inferior; 
Fonte: o próprio autor. 
 
Deste modo, numa primeira etapa foi realizada a extração a partir 
das folhas de  M. ilicifolia, segundo estudo de COLOMBO; LANÇAS e 
YARIWAKE, (2006), com algumas adaptações. Em um frasco de 
polipropileno fechado, um volume de 2 mL de MeOH:H2O (1:1, v/v) 
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foram adicionados em 100 mg de planta seca e moída. Este extrato foi 
homogeneizado e submetido a extração por ultrassom (Cristofoli Ultra-
sonic Cleaner, 42 kHz) durante 90 segundos. Em seguida, o extrato foi 
centrifugado durante 2 min a 3000 rpm. Uma alíquota do sobrenadante 
foi injetada no equipamento de CE para determinar de uma forma 
preliminar quantos flavonóis poderiam ser encontrados no extrato da 
folha de M. ilicifolia. 
 
3.3.1.2 Hidrólise ácida dos flavonóis glicosilados 
 
Para o procedimento de hidrólise ácida, foi realizado um 
planejamento fatorial, 23 com ponto central (com cinco replicatas), em 
que foram avaliados os seguintes parâmetros: concentração de HCl (0,4 
– 1,2 mol L-1); temperatura (70 – 110 °C); tempo de hidrólise (20 – 80 
minutos) (Tabela 3.2). A resposta para este planejamento fatorial foi 
correlacionada com a concentração total das agliconas presentes. O 
tratamento dos resultados foi realizado utilizando o software Action 2.6 
(ESTATCAMP©). 
 
Tabela 3. 2 Fatorial 23 com ponto central para hidrólise ácida. 
Variáveis Independentes Níveis  
+1 0 -1 
Temperatura (ºC) 110 90 70 
tempo (minutos) 80 50 20 
HCl (mol L-1) 1,2 0,8 0,4 
+ 1 - nível superior; 0 – ponto central; -1 – nível inferior; 
Fonte: o próprio autor.   
 
Em tubos de ensaio de vidro com tampa foram adicionados uma 
alíquota de 500 µL do extrato preparado como descrito na Seção 3.3.1.1 
com HCl (nas diferentes concentrações descritas na Tabela 3.2) e água 
desionizada, cuja diluição final manteve a proporção de 1:1 (v/v). 
Posteriomente, o tubo foi colocado na estufa sob diferentes 
temperaturas, e tempos, previstos no planejamento fatorial. Após a 
hidrólise, esperou-se o arrefecimento do tubo para então posterior 
correção do pH com uma solução de TRIS (2,4 mol L-1), juntamente 
com o P.I. A correção inicial do pH para 8,0 das amostras hidrolisadas 
foi realizada na proporção Amostra:TRIS:P.I. (1:1:1, v/v/v) e injetadas 
imediatamente no equipamento de CE. 
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Como procedimento final para a hidrólise ácida, em tubos de en-
saios de vidro com tampa, em 500 µL do sobrenadante dos extratos 
preparados de acordo com a Seção 3.3.2.1 foram adicionadas alíquotas 
de HCl (1,2 mol L-1) e água desionizada, mantendo a proporção final de 
diluição 1:1 (v/v). Os tubos de ensaio foram colocados em estufa a 110 
ºC por 15 minutos, e, após o arrefecimento da solução, uma alíquota do 
extrato hidrolisado foi diluída com TRIS (1,23 mol L-1) e P.I. (90 mg L-
1) nas seguintes proporções 1:1:1 (Amostra:TRIS:P.I.) com pH final 
igual a 3,6, para posterior análise no CE. 
 
3.3.2 Procedimento de extração 
 
Para o procedimento de extração foram avaliados os efeitos do 
MeOH (20-100%) e o tempo de sonicação (2-30 min). Como procedi-
mento final, em tubos de ensaio com tampa, 2 mL de MeOH:H2O 
(40:60 v/v) foram adiconados em 100 mg de planta previamente seca e 
moída. O extrato foi homogeneizado e submetido a extração por ultras-
som (Cristofoli Ultrasonic Cleaner, 42 kHz) durante 20 minutos a 25 ºC. 
Após, centrifugado a 3000 rpm por 2 minutos. Uma alíquota de 500 µL 
do sobrenadante foi submetida à hidrólise ácida. 
 
3.3.3 Estudo de estabilidade das agliconas 
 
O procedimento para a avaliação da establidade das agliconas 
dos flavonóis após a hidrólise ácida foi desenvolvido em diferentes 
valores de pH (2, 4, 6 e 8), utilizando o TRIS para o ajuste. A amostra 
hidrolisada foi diluída com TRIS e PI nas proporções 1:1:1 (v/v/v), e, 
posteriomente injetadas no CE. O estudo da estabilidade foi avaliado por 
um período de  8 horas nos diferentes pHs. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
4.1 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO DE SEPARAÇÃO 
 
4.1.1 Composição do BGE para a separação dos flavonóis glicosila-
dos utilizando planejamento de experimentos 
  
Inicialmente, para o desenvolvimento do método proposto, foi 
necessário verificar quais eram os flavonóis presentes no extrato das 
folhas de M. ilicifolia, utilizando procedimento de extração segundo 
estudo de COLOMBO; LANÇAS e YARIWAKE, (2006), com algumas 
adaptações.  
Sabe-se que, para que ocorra uma separação eletroforética em so-
lução livre, é necessário que os analitos apresentem carga, seja positiva 
ou negativa, a qual depende do pKa e do pH da solução eletrolítica. 
Neste caso, para os compostos fenólicos o valor de pKa se encontra na 
faixa de 7 a 12 (WANG; HUANG, 2004; HYÖTYLÄINEN; KIVILOMPO-
LO, 2011), portanto, a composição do BGE deve apresentar um pH nesta 
faixa. Deste modo, um dos componentes do BGE escolhido foi o TBS 
(pKa = 9,3). Além de apresentar uma boa capacidade tamponante na 
faixa de pH de trabalho, o TBS é amplamente utilizado na separação de 
flavonoides por CE, pois o ânion borato forma complexos com os gru-
pos hidroxila das agliconas e/ou falvonoides glicosilados, aumentando a 
seletividade da separação, sem a necessidade dos analitos estarem to-
talmente ionizados (MORIN; VILLARD; DREUX, 1993a; MORIN; VIL-
LARD; DREUX, 1993b; LUO et al., 2007). A faixa de concentração de TBS 
avaliada no presente estudo foi de 10 - 30 mmol L-1, conforme descrito 
no planejamento de experimentos. 
Para melhorar a solubilidade dos analitos foi necessário a adição 
de um modificador orgânico na composição do BGE, neste caso, esco-
lheu-se o MeOH (10-30%). De acordo com PERES et al., (2009), apesar 
do emprego de modificadores orgânicos aumentar o tempo de análise, 
uma vez que ocorre uma diminuição na velocidade do fluxo eletrosmó-
tico, contudo, pode reduzir a corrente elétrica, evitando um aquecimento 
no interior do capilar pelo efeito Joule.  
Para a escolha da concentração eletrólito de corrida buscou-se 
como resposta o maior número de picos eletroforéticos em um menor 
tempo de análise, sem o comprometimento da resolução entre os anali-
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tos (Tabela 3.3). Outro fator determinante para a escolha do eletrólito de 
corrida foi a corrente elétrica registrada, suficiente para não causar que-
das ou eletrólise provocadas pelo efeito Joule. 
 
Tabela 3. 3 Dados do planejamento fatorial 22 com ponto central para a escolha 
da composição do BGE em função do número de picos. 
Experimentos TBS  
(mmol L-1) 
MeOH  
(%) 
Número 
Picos 
tanálise 
(min) 
1 -1 -1 10 4 
2 -1 +1 15 9 
3 +1 -1 8 6 
4 +1 +1 11 17 
5 0 0 10 7 
6 0 0 10 7 
7 0 0 10 7 
  
Em uma avaliação preliminar foi empregado um método para se-
paração dos flavonóis utilizando um capilar cujo comprimento total foi 
de 48,5 cm (50 µm diâmetro interno x 375 µm diâmetro externo) e com-
primento efetivo de 40 cm, com injeção hidrodinâmica (50 mbar, 3 s), 
tensão de 30 kV (polaridade positiva). 
Ao analisar os resultados do planejamento fatorial, observou-se 
que a melhor condição para a separação de analitos (picos, n = 10) e que 
mostrou melhor resolução foi empregando uma concentração de TBS de 
20 mmol L-1 com 20% de MeOH (v/v) cujo pH aparente é 9,5, conforme 
mostrado na Figura 3.1. Além disso, nessa condição obteve-se um 
tempo de análise inferior a 7 min, e ainda, obteve-se um valor de 
corrente elétrica próximo a 50 µA, considerado um valor adequado, 
evitando o aquecimento do sistema por efeito Joule. 
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Figura 3. 1 Resposta do planejamento fatorial 22 com ponto central, para esco-
lha do eletrólito de corrida, variando as concentrações de TBS e MeOH. Outras 
condições de separação: injeção hidrodinâmica, 50 mbar durante 3 s; tensão, 30 
kV, polaridade positiva; capilar, 48,5 cm (Ltot), 40 cm (Ldet); temperatura, 25°C. 
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A Figura 3.2 apresenta o eletroferograma ampliado utilizando as 
condições escolhidas para a composição do BGE, no qual apresentou 
dez picos. Alguns estudos publicados na literatura mostram que os fla-
vonóis glicosilados encontrados em plantas do gênero Maytenus spp. 
são derivados de quercetina e canferol (LEITE et al., 2001; TIBERTI et al., 
2007; DE SOUZA et al., 2008b; BAGGIO et al., 2009).  Diante disso, fez-se 
a adição de padrões de alguns flavonóis glicosilados e agliconas, porém 
não foi possível a indentificação de nenhum dos picos presentes. Contu-
do, por meio de comparação dos espectros de UV-Vis, notou-se uma 
similaridade com os espectros dos padrões de canferol e quercetina. 
Todavia, para investigar esta informação, foi necessário realizar um 
procedimento de hidrólise ácida e verificar as possíveis agliconas que 
compõem os flavonóis glicosilados. 
 
Figura 3. 2 Eletroferograma de um extrato da planta M. ilicifolia. Condições de 
separação: injeção hidrodinâmica, 50 mbar, 3 s; tensão, 30 kV, polaridade posi-
tiva; eletrólito de corrida, TBS 20 mmol L-1, MeOH 20%; capilar, 48,5 cm 
(Ltot) 40 cm (Ldet); pH 9,5; temperatura, 25°C; λ, 390 nm. 
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4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS  
 
4.2.1 Otimização do procedimento de hidrólise ácida dos flavonóis 
utilizando planejamento de experimentos 
  
Para a determinação das agliconas dos flavonóis foi necessário 
realizar um procedimento de hidrólise ácida, na qual se quebra a ligação 
glicosídica entre a aglicona e as moléculas de açúcar. O resultado da 
hidrólise depende diretamente da molaridade do ácido utilizado, do 
tempo empregado, da temperatura e da composição do solvente extrator 
utilizado na etapa que antecede esse procedimento (WACH; P-
YRZYN´SKA; BIESAGA, 2007).  
A hidrólise ácida comumente utilizada para flavonóides glicosi-
lados requer a adição de ácido clorídrico concentrado (1:1) mantendo o 
sistema fechado sob aquecimento a uma temperatura de 100 °C durante 
uma hora (ONISZCZUK; HAWRYT, 2011). No entanto, existem relatos 
que descrevem outras condições para o procedimento de hidrólise ácida 
de flavonóides glicosilados, seja alterando a temperatura, concentração 
de ácido ou tempo da hidrólise (WANG; HELLIWELL, 2001; NUUTILA; 
KAMMIOVIRTA, OKSMAN-CALDENTEY, 2002; MOLN´AR-PERL; FÜZ-
FAI, 2005; BAE et al., 2012; BIZZOTTO et al., 2012).  
Contudo, a fim se obter um procedimento mais rápido, fez-se 
uso de um planejamento fatorial com a avaliação da concentração de 
HCl; tempo e temperatura da hidrólise, conforme descrito no procedi-
mento experimental (Seção 3.3.1.2). Os níveis das variáveis indepen-
dentes do planejamento fatorial foram baseados nos trabalhos descritos 
por Molnár-Perl e Füzfai (2005), e a resposta avaliada foi a concentração 
dos analitos após cada experimento do planejamento fatorial. Antes das 
amostras hidrolisadas serem injetadas no equipamento de CE, ajustou-se 
o pH próximo de 8 com a adição de  TRIS (2,4 mol L-1). 
 A Figura 3.3 ilustra os eletroferogramas referentes à separação 
dos analitos na amostra hidrolisada (a), mistura de padrões de canferol e 
quercetina (b) e amostra hidrolisa com adição de padrão de canferol e 
quercetina. A Figura 3.3 (a) indica que após o procedimento de hidróli-
se, apenas duas agliconas foram determinadas, o canferol e a quercetina. 
A presença majoritária destas agliconas foi também confirmada por 
Diagone et al., (2012). A Figura 3.3 (b) apresenta a separação dos padrões 
dos analitos, com um tempo de migração semelhante àquele evidenciado 
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na amostra. Após o procedimento de adição de padrão na amostra, Figu-
ra 3.3 (c), e ainda, por meio da similaridade dos espectros de UV, con-
firmou-se a presença das agliconas majoritárias após a hidrólise do ex-
trato da planta. 
Sendo assim, o método desenvolvido inicialmente para a deter-
minação dos flavonóis glicosilados foi modificado a fim de reduzir o 
tempo de análise, uma vez que apenas as duas agliconas foram identifi-
cadas. Para isso foi utilizado um capilar de 32 cm (Ltotal) 23,5 cm (Ldet) 
(50 µm d.i. x 375 µm d.e.). As amostras e padrões foram injetados hi-
drodinamicamente (50 mbar, 3s) seguido de um plug de água desioniza-
da (50 mbar, 5 s). A injeção de um volume de água após a injeção da 
amostra teve como objetivo diminuir os efeitos advindos da elevada 
força iônica da amostra, cuja concentração de ácido era elevada.  
Para corrigir possíveis erros na injeção o metilparabeno foi esco-
lhido como padrão interno, devido a suas propriedades semelhantes as 
dos analitos, uma vez que este tem um pKa próximo a dos analitos (pKa 
~8,4), e ainda, tem capacidade de absorver radiação na região do UV (λ 
305 nm) sem interferir na separação dos mesmos. 
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Figura 3. 3 Eletroferograma de um extrato da planta M. ilicifolia. Condições de 
separação: injeção hidrodinâmica, 50 mbar, 3 s (amostra) + 50 mbar, 5 s (água 
desionizada); tensão, 30 kV, polaridade positiva; eletrólito de corrida, TBS 20 
mmol L-1, MeOH 20 %; capilar, 32 cm (Ltot) 23,5 cm (Ldet); pH 9,5; Temperatu-
ra, 25 °C; λ, 390 nm. (a) extrato hidroalcoólico hidrolisado; (b) mistura dos 
padrões canferol e quercetina (50 mg L-1); (c) adição de padrões de canferol e 
quercetina no extrato hidroalcoólico hidrolisado. 
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Sendo assim, as respostas avaliadas para cada experimento do 
planejamento fatorial estão representadas pela concentração total das 
agliconas canferol e quercetina (Tabela 3.4). É possível observar que o 
experimento 4 (+1 +1 -1) apresentou maior rendimento na hidrólise e o 
experimento 1 (-1 -1 -1) teve um rendimento inferior a todos os outros. 
Isto quer dizer que a modificação das variáveis temperatura e concentra-
ção de HCl do menor nível para o maior nível afetaram positivamente o 
rendimento da reação de hidrólise. Contudo, a variável tempo não apre-
sentou efeito significativo, nestes dois experimentos.  
 
Tabela 3. 4 Concentração total de agliconas a partir do planejamento fatorial 23 
com ponto central para o procedimento de hidrólise. 
Experimentos 
X1 X2 X3 
Agliconas* 
(mg g-1) 
Canferol Quercetina 
 T 
(ºC) 
HCl 
(mol L-1) 
 
tempo 
(min) 
(mg g-1) (mg g-1) 
1 -1 -1 -1 0,11 0,06 0,05 
2 1 -1 -1 0,30 0,18 0,12 
3 -1 1 -1 0,14 0,08 0,06 
4 1 1 -1 0,49 0,26 0,23 
5 -1 -1 1 0,17 0,07 0,10 
6 1 -1 1 0,19 0,09 0,10 
7 -1 1 1 0,23 0,15 0,08 
8 1 1 1 0,23 0,12 0,11 
9 0 0 0 0,36 0,26 0,10 
10 0 0 0 0,27 0,18, 0,09 
11 0 0 0 0,34 0,16 0,18 
12 0 0 0 0,30 0,10 0,20 
13 0 0 0 0,32 0,19 0,,13 
*Agliconas – soma das concentrações de quercetina e canferol (mg g-1); 
Fonte: o próprio autor. 
 
A Tabela 3.5 apresenta os valores obtidos dos coeficientes dos fa-
tores (concentração de HCl, temperatura e tempo) e seus efeitos indivi-
duais, bem como sua possíveis interações. É possível observar que o 
fafor temperatura apresenta um coeficiente positivo e p<0,05, assim 
como, o fator concentração de HCl. Isto confirma o efeito positivo no 
rendimento da reação conforme descrito anteriormente. Já o fator tempo 
não apresenta efeito significativo na resposta do experimento. Contudo, 
a interação entre os fatores temperatura e tempo indica um efeito negati-
vo (coeficiente negativo e p<0,05), isto é, a quanto maior a temperatura, 
menor é o tempo necessário para a reação de hidrólise ocorrer.  Uma 
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maneira de representar os resultados deste planejamento fatorial foi por 
meio do gráfico de cubos (Figura 3.4.). Desta forma, o experimento que 
apresentou maior concentração para canferol e quercetina foi para o 
experimento 4 quando o extrato de M. ilcifiolia foi submetido à hidrólise 
com HCl 1,2 mol L-1, temperatura de 110 °C por 20 minutos. 
 
Tabela 3. 5 Valores obtidos para os coeficientes, erro padrão, teste-t e p-valores 
a partir do planejamento fatorial 23. 
Fatores  Coeficiente erro Teste t p-valor 
 b0 0,265 0,009 27,395 1,1x10-5 
X1 b1 0,070 0,012 5,668 0,005 
X2 b2 0,040 0,012 3,239 0,032 
X3 b3 -0,028 0,012 -2,227 0,089 
X1X2 b12 0,018 0,012 1,417 0,229 
X1X3 b13 -0,065 0,012 -5,264 0,006 
X2X3 b23 -0,015 0,012 -1,214 0,291 
X123 b123 -0,023 0,012 -1,822 0,142 
 
Figura 3. 4 Gráfico de cubo relacionando a resposta da análise do planejamento 
fatorial para a hidrólise ácida, cujo produto final é concentração total de aglico-
nas (canferol e quercetina) em mg g-1. Parâmetros avaliados: T = 80 a 110 °C; 
[HCl] = 0,4 a 1,2 mol L-1 e tempo = 20 a 80 minutos. 
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Uma vez que a variável tempo não apresentou efeito positivo ou 
negativo nos valores de rendimento da hidrólise ácida, foi realizado 
então um estudo univariado com variação apenas do tempo (t = 5 a 30 
minutos) e fixando-se os parâmetros de concentração de HCl (1,2 mol L-
1) e temperatura (T = 110 ºC), buscando com isso uma diminuição do 
tempo de hidrólise. A Figura 3.5 ilustra o resultado deste ensaio, em que 
foi possível observar uma correlação positiva entre o tempo e o rendi-
mento da hidrólise. Desta forma, a reação de hidrólise atingiu sua estabi-
lidade em torno de quinze minutos. Com isso, concluiu-se que as condi-
ções adequadas de hidrólise foram HCl (1,2 mol L-1) a 110 ºC por 15 
minutos. 
 
Figura 3. 5 Avaliação univariada para hidrólise ácida, mantendo-se temperatura 
(110 °C) e concentração de ácido (HCl=1,2 mol L-1) constantes e variando o 
tempo de aquecimento de 5 a 30 minutos. 
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Em um trabalho realizado por WACH, PYRZYŃSKA e BIESAGA 
(2007) em que foi avaliado o procedimento de hidrólise ácida a fim de 
obter a aglicona quercetina em diferentes matrizes, tais como vegetais, 
frutas e ervas. Os autores verificaram que, ao realizarem o procedimento 
de hidrólise empregando HCl 2,8 mol L-1 com refluxo a 90 °C por cinco 
minutos, um melhor rendimento foi obtido. Porém, no presente estudo, 
para concentrações maiores que 1,2 mol L-1 de ácido, os analitos sofre-
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ram degradação e não foram detectados no CE (dados não apresenta-
dos). Diante disso, houve a necessidade de se estudar a estabilidade dos 
flavonóis frente ao procedimento de preparo de amostra. 
 
4.2.2 Estudo da estabilidade do pH nos flavonóis após a hidrólise 
ácida 
 
Devido ao caráter antioxidante dos flavonóis, estes devem ser es-
tabilizados. Por isso, foi realizado um estudo do efeito do pH após a 
hidrólise a fim de verificar a estabilidade da quercetina e canferol.  
Nos ensaios o agente utilizado para a correção do pH foi o TRIS, 
uma base fraca e que tem a vantagem de captar prótons da solução, au-
mentando o pH da mesma, sem aumentar a força iônica do meio, sendo 
isto uma vantagem em análises por CE. Esse procedimento aliado a 
adição de um plug de água após o da amostra, favoreceu a diluição da 
amostra, bem como a diminuição da força iônica e promoveu uma sepa-
ração adequada dos analitos. Um estudo realizado por Bizzotto et al., 
(2012) utilizou o hidróxido de sódio para alterar o pH do meio, porém, 
para este estudo, isto não seria vantajoso, uma vez que acarretaria em 
um aumento da força iônica, devido a presença de íons hidróxido e só-
dio, dificultando a separação dos analitos. 
A Figura 3.6 esboça o efeito do pH (2, 4, 6 e 8) na concentração 
dos analitos ao longo de um estudo de oito horas. Durante este estudo, 
observou-se que as amostras submetidas a um valor de pH > 6 depois de 
algum tempo foi observada uma diminuição na concentração de canferol 
e quercetina, até não ser mais detectada pelo método. Uma possível 
explicação seria que o pH mais elevado pode comprometer a estrutura 
das agliconas, conforme estudo de HU et al., (2010). Além disso, obser-
vou-se que para pH próximo a 2, ocorreu uma redução na concentração 
da quercetina. Diante disso, o valor mais adequado de pH para realizar 
as análises das amostras após o procedimento de hidrólise se enconra na 
faixa de pH = 3,6. 
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Figura 3. 6 Estudo do efeito do pH na concentração dos flavonóis (a) canferol e 
(b) quercetina em função do tempo. 
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4.2.3 Extração dos flavonóis 
 
A fim de encontrar uma condição adequada para o procedimento 
de extração, avaliou-se os efeitos do MeOH (20-100%) e do tempo de 
sonicação (2-30 min) a temperatura ambiente (25ºC). Este procedimento 
teve como melhor resposta o rendimento em função da concentração 
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total de canferol e querecetina (após hidrólise). Os valores previstos 
foram baseados em trabalhos anteriores (COLOMBO; LANÇAS; 
YARIWAKE, 2006; YANG; ZHANG, 2008). 
A Figura 3.7 mostra a extração das agliconas em função do tempo 
de sonicação e porcentagem de MeOH. À medida que o tempo de soni-
cação aumentava, o rendimento da extração era mais efetivo, porém 
com uma porcentagem menor de MeOH (40%). Barboza e Serra (1992) 
concluíram que devido ao efeito de cavitação provocado pelo emprego 
do ultrassom em reações químicas, este tipo de preparo de amostra apre-
senta vantagens como a redução do tempo de reação; redução da quanti-
dade de reagentes/solventes; aumento de rendimento; favorecimento de 
reações que normalmente não ocorrem em condições normais. 
Portanto, como procedimento final para a extração dos analitos 
empregou-se 40% de MeOH (v/v) a 25 ºC por 20 minutos em ultrassom. 
Outros estudos da literatura comprovam que a extração hidroalcoólica, 
seja com metanol ou etanol, de agliconas e flavonoides glicosilados são 
mais efetivas, pois esta mistura de solventes causa a ruptura das mem-
branas celulares e aumenta o potencial extrator do interior das células 
(ROBARDS, 2003; MOLNÁR-PERL; FÜZFAI, 2005; WACH; P-
YRZYN´SKA; BIESAGA, 2007; BAE et al., 2012). 
 
Figura 3. 7 Estudo da extração dos flavonóis mantendo-se a temperatura a 25°C 
e variando MeOH (20 - 100 %, v/v) e o tempo de sonicação de 2 a 30 minutos. 
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4.3 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS DE VALIDAÇÃO DO MÉ-
TODO 
 
A avaliação dos parâmetros do método proposto para a 
determinação de canferol e quercetina nos extratos da amostras de folha 
de M. ilicifolia foi realizada de acordo com as diretrizes do ICH (2005). 
Os parâmetros analisados foram: linearidade da curva de calibração 
externa; limites de detecção e quantificação; precisão intra-ensaio e 
intermediária; e recuperação. 
A Tabela 3.6 apresenta os valores obtidos para as curvas de 
calibração externa referente aos analitos canferol e quercetina, com um 
intervalo linear de 10,5-73,5 e 10,8-75,6 mg L-1 (com sete níveis de 
concentração), respectivamente, com um coeficiente de determinação, 
R2 > 0,99. Todas as duas curvas foram preparadas em duplicata e 
injetadas duas vezes para se ter uma média dos valores. Uma outra 
maneira de verificar o ajuste do modelo linear foi realizada a partir o 
teste F, o qual indicou um valor maior para o Fcalculado do que o Fcrítico 
(95% de confiança)
 
para os dois analitos, e isto indica que o modelo 
linear tem significância estatística.   
Os valores de LD e LQ para canferol foram 2,1 (± 0,2) mg L-1 e 
6,2 (± 0,5) mg L-1, respectivamente, e para a quercetina os respectivos 
valores foram 3,0 (± 0,1) mg L-1 e 8,4 (± 0,3) mg L-1. 
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Tabela 3. 6 Parâmetros das curvas de calibração externa das soluções padrão de 
canferol e quercetina. 
Parâmetros Canferol  Quercetina 
   
Linearidade – faixa de calibração (mg L-1)(a) 10,5 – 73,5 10,8 – 75,6 
   
Linearidade – inclinação (L mg-1) (a) 0,014 0,013 
   
Desvio padrão – inclinação 0,001 0,001 
   
Linearidade-intercepto (a) -0,020 -0,052 
   
Desvio padrão – intercepto 0,002 0,002 
   
R2 0,999 0,997 
   
LD (mg L-1) (b) 2,1 3,0 
   
LQ (mg L-1) (b) 6,2 8,4 
   
Fcalculado(c)  782,90 396,09 
   
tcalculado 
(d)
 -0,37 0,64 
(a)
 Curva de calibração com sete níveis de concentração, cada ponto da curva preparado 
em duplicata e foi injetado em duplicata. 
(b)
 Limites de detecção e quantificação calculados a partir das equações: LD = (3.3 x s)/S; 
LQ = (10 x s)/S, onde s é o desvio padrão do intercepto e S é a inclinação da curva 
analítica. 
(c)
 Teste F: Fcrítico = 6,61; sendo α = 0,05. 
(d) Teste t; tcrítico = 4,3; sendo α = 0,05. 
 
Para avaliar o efeito da matriz, foi realizado um estudo de 
comparação entre a curva de calibração externa e a curva com adição de 
padrão. O valor da inclinação da curva de calibração externa  para o 
canferol foi de 0,014 (± 0,001), enquanto o valor correspondente para a 
curva de adição de padrão foi de 0,014 ± (0,002). Já os valores de 
inclinação das curvas para quercetina foram 0,013 (± 0,001) e 0,014 (± 
0,001), respectivamente. A partir do teste t, observou-se que não houve 
diferença significativa  entre  as  inclinações  das  curvas de calibração 
externa e de adição de padrão, pois os valores de tcalculado foram 
inferiores ao tcrítico, para 95% de confiança, para ambos os analitos. Isto 
sugere que não houve efeito de matriz, indicando que o método 
apresenta seletividade. 
Os ensaios de recuperação empregando o método desenvolvido 
foram realizados em cinco níveis de concentração, apresentando bons 
valores com relação as concentrações adicionadas. A Tabela 3.7 mostra 
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os resultados da recuperação para os dois analitos, os quais variaram 
entre 99-103% para o  canferol e 96-100% para a quercetina, indicando 
que o método proposto apresentou boa exatidão. 
 
Tabela 3. 7 Resultados dos ensaios de recuperação dos analitos canferol e quer-
cetina do extrato de M. ilicifolia usando o método proposto. 
Analitos Concentração (mg L
-1)(a) Recuperado (%)(b) 
Adicionado Encontrado  
    
Canferol 
10,5 10,7 (± 0,3) 101,7 (± 2,5) 
   
15,8 15,8 (± 0,3) 100,4 (± 1,9) 
   
21,0 21,7 (± 0,5) 103,1 (± 2,2) 
   
31,5 31,5 (± 0,1) 99,9 (± 0,3) 
   
42,0 41,9 (± 1,1) 99,7 (± 2,6) 
 
   
Quercetina 
10,8 10,7 (± 0,4) 98,8 (± 3,6) 
   
16,2 15,6 (± 0,4) 96,3 (± 2,3) 
   
21,6 21,6 (± 0,3) 100,2 (± 1,5) 
   
32,4 32,5 (± 1,2) 100,2 (± 3,7) 
   
43,2 42,7 (± 0,7) 99,0 (± 1,6) 
(a)
 Valores de recuperação dos padrões adicionados ao extrato de M. ilicifolia.  
Inclinação: canferol 0,014 (± 0,002) e quercetina 0,014 (± 0,001) Concentração de 
canferol e quercetina na amostra foi de 19,27 mg L-1 and 18,67 mg L-1, respectiva-
mente. 
(b)
 Média dos resultados de duas medidas de uma replicata (n=2). 
 
A Tabela 3.8 apresenta outros parâmetros de avaliação do método 
proposto e estão representados pelo CV. A precisão instrumental foi 
determinada com uma solução dos padrões de canferol e quercetina 
(aproximadamente 30 mg L-1), e também em uma amostra de extrato das 
folhas de M. ilicifolia (valores entre parênteses). Os valores de CV para 
a variação da área do pico dos padrões dos analitos foram inferiores a 
3%. Quando se avaliou a amostra de M. ilicifolia os valores de CV 
foram inferiores a 5% para ambos os analitos. Já o valor de CV para o 
tempo de migração tanto dos picos dos padrões quanto na amostra foi 
inferior a 1%. 
Para a precisão intra-ensaio de uma solução padrão dos analitos 
de aproximadamente 30 mg L-1, os valores de CV para área foram 
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inferiores a 5%, no entanto, para a amostra variou entre 6 – 8% para os 
dois analitos. Neste ensaio, o valor de CV para o tempo de migração foi 
próximo a 1%, tanto para os padrões quanto para a amostra. 
 No caso da precisão intermediária, os valores de CV para os 
padrões e amostra variaram entre 6 - 7%. Já para o tempo de migração, 
o valor de CV foi inferior a 5%, tanto para padrões quanto para amostra. 
 O método proposto apresentou valores satisfatórios de CV, 
sendo que o valor esperado para matrizes complexas se encontra entre 2  
e 20% (HUBER, 2007), indicando que o método tem boa precisão e 
pode ser aplicado para amostras complexas, como por exemplo, 
matrizes de plantas. Além disso, o método apresentou uma boa 
eficiência para a separação dos analitos com uma resolução de 7,2 e o 
número de pratos elevados 81.622 e 101.697, para canferol e quercetina, 
respectivamente. 
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 Tabela 3. 8 Avaliação de parâmetros do método proposto para a determinação 
de canferol e quercetina. 
Parâmetros 
 
Canferol Quercetina 
Precisão Instrumental, CV (%) –  
área do pico (a) 
 2,86 (3,57) 2,57 (4,29) 
    
Precisão Instrumental, CV (%) – tem-
po de migração (a) 
 0,66 (0,42) 0,37 (0,49) 
    
Precisão Intra-ensaio, CV (%) –  
área do pico (a) 
 3,33 (7,76) 4,84 (5,86) 
    
Precisão Intra-ensaio, CV (%) –  
tempo de migração (a) 
 0,82 (1,05) 0,44 (0,74) 
    
Precisão Intermediária, CV (%) –  
área do pico (a) 
 4,55 (6,32) 5,22 (6,79) 
    
Precisão Intermediária, CV (%) - tem-
po de migração (a) 
 4,58 (2,31) 4,79 (1,77) 
    
Número de pratos (b)  81.622 101.697 
   
Resolução(c)  7,24 
   
Simetria de pico (c)  0,77 0,82 
 (a) Coeficiente de variação calculado através da equação:  CV =(P/ū)×100, onde P é o 
desvio padrão absoluto e ū é a média aritmética da área do pico do analito ou média 
aritmética do tempo de migração. Valor de CV para precisão instrumental (n=10) a-
nalisado na mesma solução; precisão intra-ensaio (n=6) e precisão intermediária 
(n=9). Valores dentro dos parênteses representam as amostras dos extratos das folhas 
de M. ilicifolia. 
(b) Número de pratos calculados para n = 10 de acordo com a equação: N=16(ti/wi)2/Ldet, 
onde ti é o tempo  de migração (minutos) do analito; wi é a largura de base deste ana-
lito e Ldet é o tamanho do capilar até o detector em metros. 
(c)
 Resolução calculada (n=10) conforme a equação:  Rs=2(tn−tn−1)/(wn+wn−1), onde t é o 
tempo de migração do pico e w é a largura de base do pico. Concentração de canferol 
e quercetina (30  mg  L−1). Valor médio de simetria de pico para n=10. 
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4.4 ANÁLISE DAS AMOSTRAS 
  
Assim como no capítulo anterior, avaliou-se a influência dos acú-
leos foliares presentes nas espécies de M. ilicifolia, em relação à concen-
tração dos flavonóis canferol e quercetina. Um total de 111 inidivíduos 
foi analisado, os quais foram preparados duas replicatas e injetados duas 
vezes. 
A variação das concentrações dos flavonóis em relação aos dife-
rentes indivíduos de M. ilicifolia pode ser observada na Figura 3.8. Os 
diferentes indivíduos foram separados em quatro grupos, os quais estão 
relacionados à quantidade de acúleos foliares presentes. A concentração 
média de canferol variou entre 0,29 - 0,33 (± 0,02) mg g-1, como pode 
ser observado na Figura 3.8 (a) e a concentração média de quercetina 
variou entre 0,25 – 0,32 (± 0,04) mg g-1, que esta representada na Figura 
3.8 (b). 
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Figura 3. 8 Concentração de Canferol (a) e Quercetina (b) em relação aos gru-
pos de diferentes indivíduos de M. ilicifolia. 
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Grupo 1 - nº acúleos: 0 a 1; Grupo 2 - nº acúleos: 0 a 4; 
Grupo 3 - nº acúleos: 2 a 4 e Grupo 4 - nº acúleos: 4 ou mais. 
 
Assim como no capítulo anterior, verificou-se se havia diferença 
estatística entre os diferentes grupos de acúleos, avaliaram-se os pressu-
postos de normalidade, homocedasticidade e independência de resíduos, 
no entanto, um desses pressupostos também foi violado. 
A Tabela 3.9 esboça os dados utilizando o método não paramétri-
co de Kruskal-Wallis, o qual compara as diferentes populações. Com 
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valores de p-valor > 0,05, com 95% de intervalo de confiança, isto indi-
ca que as concentrações de canferol e quercetina em todos os grupos são 
estatisticamente iguais. Deste modo, apesar de alguns indivíduos apre-
sentarem valores atípicos de concentração dos flavonóis dentro de um 
mesmo grupo (outliers: indivíduos 41 e 83 (canferol); indivíduos 42 e 
118 (quercetina)), observou-se também que não houve correlação entre 
a presença de acúleos e a concentração dos analitos, assim como na 
avaliação dos triterpenos.  
Sabendo da importância da presença dos flavonóis na planta, a 
escolha de plantas com menor número de acúleos para o desenvolvi-
mento de uma nova cultivar é favorável, uma vez que apresentam boa 
concentração destes analitos. A concentração individual de cada analito 
para cada espécie de M. ilicifolia se encontra descrito no Anexo C. 
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Tabela 3. 9 Teste de Kruskal-Wallis para comparação entre os diferentes grupos de M. ilicifolia em função da concentração de 
canferol e quercetina. 
 Fatores 
Comparados 
(Grupos) 
Diferença 
Observada 
Diferença  
Crítica Diferença 
Kruskal-Wallis 
(Qui-quadrado) 
Graus de 
Liberdade p-valor 
Canferol 
1 - 2  9,00 53,71 
Não 2,47 3 0,48 
1 - 3 25,85 48,41 
1 - 4 9,35 38,98 
2 - 3 16,85 48,41 
2 - 4 0,35 38,98 
3 - 4 16,50 31,29 
 
       
Quercetina 
1 - 2 6,00 53,71 
Não 4,52 3 0,21 
1 - 3 28,21 48,41 
1 - 4 15,08 38,98 
2 - 3 34,21 48,41 
2 - 4 21,08 38,98 
3 - 4 13,13 31,29 
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4.5 COMPARAÇÃO DO MÉTODO PROPOSTO COM ALGUNS 
MÉTODOS DA LITERATURA 
 
A partir de uma pesquisa na literatura, observou-se que não exis-
tem muitos relatos sobre a quantificação de flavonóis glicosilados ou 
agliconas em extratos de M. ilicifolia, apenas a identificação por meio 
das técnicas de LC-UV-MS e CE-UV/Vis (TIBERTI et al., 2007; DE 
SOUZA et al., 2008a; DE SOUZA et al., 2009; DIAGONE et al., 2012) ou 
quantificação de flavonoides totais por meio de espectrofotometria 
(CHABARIBERI et al., 2009). Dentre os trabalhos citados, observou-se a 
necessidade de procedimentos de preparo de amostra mais elaborados, 
como fracionamento dos extratos em colunas de sílica e até a derivatiza-
ção dos flavonoides, além de tempos de análise longos, sendo inviáveis 
para a avaliação de uma grande quantidade de amostras (111 indivíduos) 
de M. ilicifolia.  
O método proposto no presente trabalho mostrou-se vantajoso 
com um simples preparo de amostra e posterior quantificação dos flavo-
nóis totais a partir das agliconas utilizando uma técnica simples (CZE-
UV-Vis), com uma análise rápida e com baixo consumo de reagente e 
custo operacional reduzido, permitindo analisar um grande número de 
amostras em um curto espaço de tempo. Além disso, este método pode 
ser uma ferramenta para auxiliar nas informações complementares de 
espécies de M. ilicifolia, uma vez que a Farmacopeia Brasileira (BRA-
SIL, 2010) apenas solicita ensaios para a determinação de taninos totais 
para a sua identificação.   
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5 CONCLUSÕES 
 
Neste capítulo foi desenvolvido um método para a determinação 
de flavonóis glicosilados a partir de suas agliconas, quercetina e canfe-
rol, nos extratos de M. ilicifolia utilizando CZE-UV-Vis, com auxílio do 
planejamento de experimentos. O método mostrou-se eficiente para a 
separação das agliconas com um tempo de análise inferior a 3 minutos. 
Além disso, o DOE possibilitou verificar as concentrações adequadas de 
TBS e MeOH para a composição do BGE, obtendo uma boa separação 
entre os analitos. 
O emprego do planejamento de experimentos permitiu avaliar o 
procedimento de hidrólise ácida dos flavonóis glicosilados gerando bons 
rendimentos dos analitos.  
Apesar dos procedimentos de preparo de amostra apresentar um 
tempo elevado de preparo de amostra (textração = 20 minutos e thidrólise ácida 
= 15 minutos), isto não foi desfavorável, pois durante estes procedimen-
tos foram preparadas vinte amostras diferentes de M. ilicifolia por vez.  
O método proposto apresentou um desempenho analítico adequa-
do, com boa linearidade (R2 > 0,99) para a curva de calibração externa 
de ambos os analitos, assim como bons valores para LD 2,1 e 3,0 mg L-1 
para canferol e quercetina, respectivamente. De maneira geral, os valo-
res para a recuperação variaram entre 96-103% e os valores de precisão 
intermediária fora inferiores a 7%. 
Para a quantificação de um grande número de amostras (111 in-
divíduos), o desenvolvimento de um método rápido foi fundamental 
para o alcance de uma elevada frequência analítica, bem como menor 
consumo de reagentes, e baixo custo operacional. 
A determinação dos flavonóis glicosilados a partir das agliconas 
quercetina e canferol permitiu avaliar as diferentes concentrações dos 
flavonóis em distintos indivíduos de M. ilicifolia e verificar que a pre-
sença de acúleos foliares não influenciou na concentração dos analitos.   
O presente método tem potencial para ser aplicado em outras es-
pécies de plantas para a quantificação de flavonóis, sem ter a necessida-
de de se utilizar padrões analíticos para todos os analitos, uma vez que 
foi possível a quantificação a partir da conversão dos flavonóis glicosi-
lados em agliconas.   
 
 
124 
 
REFERÊNCIAS 
 
ANURUKVORAKUN, O; SUNTORNSUK, W.; SUNTORNSUK, L. 
Factorial design applied to a non-aqueous capillary electrophoresis me-
thod for the separation of β-agonists. J. Chromatog. A, v. 1134, p. 326–
332, 2006. 
 
BAE, H.; et al. Extraction efficiency and validation of an HPLC method 
for flavonoid analysis in peppers. Food Chemistry, v. 130, p. 751–758, 
2012. 
 
BAGGIO, C. H.; et al. Muscarinic-dependent inhibition of gastric emp-
tying and intestinal motility by fractions of Maytenus ilicifolia Mart ex. 
Reissek. J. Ethnopharm., v. 123, p. 385–391 2009. 
 
BALLUS, C. A.;  et al. Use of multivariate statistical techniques to op-
timize the simultaneous separation of 13 phenolic compounds from 
extra-virgin olive oil by capillary electrophoresis. Talanta, v. 83, p. 
1181–1187 2011. 
 
BARBOZA, J. C. S.; SERRA, A. A. Ultra-som(I): Influência do ultra-
som na química. Quim. Nova, v. 15, n. 4, p. 302-316, 1992. 
 
BIZZOTTO, C. S.; et al. Quantification of phenolic compounds by ca-
pillary zone electrophoresis in extracts of four commercial types of mate 
herb before and after acid hydrolysis. Food Res. Internat., v. 48, p. 
763–768, 2012. 
 
BRASIL. Farmacopeia Brasileira, volume 2 / Agência Nacional de Vigi-
lância Sanitária. Brasília: Anvisa, 2010. 904p., 2v/il. 
 
CHABARIBERI, R. A. O.; et al. Determinação espectrométrica dos 
flavonóides das folhas de Maytenus (Celastraceae) e de Passiflora (Pas-
sifloraceae) e comparação com método CLAE-UV. Brazilian J. Phar-
macog., v.19, n. 4 p. 860-864, Out./Dez. 2009. 
 
 
125 
 
CHEN, H.; ZUO, Y.; DENG, Y. Separation and determination of flavo-
noids and other phenolic compounds in cranberry juice by high-
performance liquid chromatography. J. Chromatog. A,  v. 913, p. 387–
395, 2001. 
 
COLOMBARA, R.; TAVARES, M. F. M.; MASSARO, S. Determina-
ção simultânea de ânions por eletroforese capilar: características e apli-
cações. Quím. Nova, v. 20, n. 5, p. 512-518, 1997. 
 
COLOMBO, R.; LANÇAS, F. M.; YARIWAKE, J. H. Determination of 
flavonoids in cultivated sugarcane leaves, bagasse, juice and in trans-
genic sugarcane by liquid chromatography-UV detection. J. Chroma-
tog. A, v. 1103, p. 118–124, 2006. 
 
CUOCO, G.; MATHE, C.; VIEILLESCAZES, C. Liquid chromato-
graphic analysis of flavonol compounds in green fruits of three Rham-
nus species used in Stil de grain. Microchem. J., v. 115, p. 130–137, 
2014. 
 
DE SOUZA, L. M.; et al. Analysis of flavonol glycoside isomers from 
leaves of Maytenus ilicifolia by offline and online high performance 
liquid chromatography–electrospray mass spectrometry. J. Chromatog., 
v. 1207, p. 101–109, 2008a. 
 
DE SOUZA, L. M.; et al. HPLC/ESI-MS and NMR analysis of flavono-
ids and tannins in bioactive extract from leaves of Maytenus ilicifolia. J. 
Pharm. Biom. Analysis, v. 47, p. 59–67, 2008b. 
 
DE SOUZA, L. M.; et al. Heart-cutting two-dimensional (size exclu-
sion×reversed phase) liquid chromatography–mass spectrometry analy-
sis of flavonol glycosides from leaves of Maytenus ilicifolia. J. Chro-
matog. A, v. 1216, p. 99–105, 2009. 
 
DIAGONE, C. A.; et al. CZE/PAD and HPLC-UV/PAD Profile of Fla-
vonoids from Maytenus aquifolium and Maytenus ilicifolia “espinheira 
santa” Leaves Extracts. Chromatog. Res. Internat., v. 2012, p. 1-7, 
2012. 
 
126 
 
ESTATCAMP©. Consultoria em Estatística e Qualidade. Software Ac-
tion 2.6. Portal Action: http://www.portalaction.com.br/. Acessado em: 
18 de fevereiro de 2014. 
 
FERNANDES, A. J. D.; et al. Total Flavonoids Content in the Raw 
Material and Aqueous.  Extractives from Bauhinia monandra Kurz 
(Caesalpiniaceae). T. Scient. World J., v. 2012, p. 1-7, 2012.  
 
HU, J.; et al. Acid Hydrolytic Method for Determination of Ginkgo 
biloba Total Flavonoids in Rat Plasma by HPLC for Pharmacokinetic 
Studies. Tsing. Science Tech., v. 15, n. 4, p. 452-459, 2010.  
 
HUANG, W.; et al. Optimised ultrasonic-assisted extraction of flavono-
ids from Folium eucommiae and evaluation of antioxidant activity in 
multi-test systemsin vitro. Food Chem., v. 114, p. 1147–1154, 2009. 
 
HUBER, L. Tutorial. Validation of Analytical Methods and Procedures. 
(2007).  Disponível em: 
www.labcompliance.com/tutorial/methods/#08_paramters.  
Acessado em: 04 de fevereiro de 2014. 
 
 HYÖTYLÄINEN, T.; KIVILOMPOLO, M. Application of HPLC in 
the Analysis of Phenols, Phenolic Acids, and Tannins. In: Waks-
mundzka-Hajnos, M.; Sherma, J. (Eds.) High Performance Liquid 
Chromatography in Phytochemical Analysis. Florida: CRC Press - Tay-
lor & Francis Group, 2011. p. 477. 
 
ICH - International Conference on Harmonization of Technical Re-
quirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use, Q2 
(R1), Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology 
(2005). 
 
JORGE, R. M.; et al. A. Evaluation of antinociceptive, anti-
inflammatory and antiulcerogenic activities of Maytenus ilicifolia. J. 
Ethnopharm., v. 94, p. 93–100, 2004. 
 
127 
 
KHODDAMI, A.; WILKES, M. A.; ROBERTS, T. H. Techniques for 
Analysis of Plant Phenolic Compounds. Molecules, v. 18, p. 2328-2375, 
2013. 
 
KUSKOSKI, E. M.; et al. Capillary Gas Chromatography-Mass Spec-
trometry (CGC-MS) Analysis and Antioxidant Activities of Phenolic 
and Components of Guarana and Derivatives. The Open Analyt. 
Chem. J., v. 6, p. 1-8, 2012. 
 
LEITE, J. P. V.; et al. Isolation and HPLC Quantitative Analysis of 
Flavonoid Glycosides from Brazilian Beverages (Maytenus ilicifolia and 
M. aquifolium). Agric. Food Chem., v. 49, p. 3796−3801, 2001. 
 
LUO, M.; et al. Separation and determination of flavonoids in Lamioph-
lomis rotata by capillary electrophoresis using borate as electrolyte.  J. 
Pharm. Biom. Analysis,  v. 44, p. 881–886, 2007. 
 
MEINHART, A. D.; et al. Chemometrics optimization of carbohydrate 
separations in six food matrices by micellar electrokinetic chromatogra-
phy with anionic surfactant. Talanta, v. 85 p. 237–244, 2011. 
 
MOLNÁAR-PERL, I.; FÜZFAI, Z. Chromatographic, capillary electro-
phoretic and capillary electrochromatographic techniques in the analysis 
of flavonoids. J. Chromatog. A, v. 1073, p. 201–227, 2005. 
 
MORIN, P.; VILLARD, F.; DREUX, M. Borate complexation of flavo-
noid-O-glycosides in capillary electrophoresis. I. Separation of flavono-
id-7-O-glycosides differing in their flavonoid aglycone. J. Chromatog., 
v. 628, p. 153-160, 1993a. 
 
MORIN, P.; VILLARD, F.; DREUX, M. Borate complexation of flavo-
noid-O-glycosides in capillary electrophoresis. II. Separation of flavono-
id-3-O-glycosides differing in their sugar moiety. J. Chromatog., v. 
628, p. 153-160, 1993b. 
 
 
 
128 
 
NUUTILA, A. M.; KAMMIOVIRTA, K.; OKSMAN-CALDENTEY, 
K. M. Comparison of methods for the hydrolysis of flavonoids and phe-
nolic acids from onion and spinach for HPLC analysis. Food Chem., v. 
76, p. 519–525, 2002. 
 
ONISZCZUK, A.; HAWRYT, A. Preparation of Plant Material. Waks-
mundzka-Hajnos, M.; Sherma, J. (Eds.) High Performance Liquid 
Chromatography in Phytochemical Analysis. Florida: CRC Press - Tay-
lor & Francis Group, 2011. p.139. 
 
PERES, R. G.; et al. Multivariant optimization, validation, and applica-
tion of capillary electrophoresis for simultaneous determination of poly-
phenols and phenolic acids in Brazilian wines. J. Sep. Sci, v. 32, p. 
3822–3828, 2009. 
 
PROESTOS, C.; et al. Analysis of flavonoids and phenolic acids in 
Greek aromatic plants: Investigation of their antioxidant capacity and 
antimicrobial activity. Food Chem., v. 95, p. 664–671, 2006. 
 
ROBARDS, K. Strategies for the determination of bioactive phenols in 
plants, fruit and vegetables. J. Chromatog. A, v. 1000, p. 657–691, 
2003; 
 
TIBERTI, L. A.; et al. Identification of flavonols in leaves of Maytenus 
ilicifolia and M. aquifolium (Celastraceae) by LC/UV/MS analysis. J. 
Chromatog. B, v. 846, p. 378–384, 2007. 
 
TONIN, F. G.; et al. Optimization of the separation of flavonoids using 
solvent-modified micellar electrokinetic chromatography. Electropho-
resis, v. 26, p. 3387–3396, 2005.  
 
TSIMOGIANNIS, D.; et al. Characterization of Flavonoid Subgroups 
and Hydroxy Substitution by HPLC-MS/MS. Molecules,  v. 12, p. 593-
606, 2007. 
 
WACH, A.; PYRZYN´SKA, K.; BIESAGA, M. Quercetin content in 
some food and herbal samples. Food Chem., v. 100 p. 699–704, 2007. 
 
129 
 
WANG, H.; HELLIWELL, K. Determination of flavonols in green and 
black tea leaves and green tea infusions by high-performance liquid 
chromatography. Food Res. Internat., v. 34, p. 223-227, 2001. 
 
WANG, S.; HUANG, K. Determination of flavonoids by high-
performance liquid chromatography and capillary electrophoresis.  
J. Chromatog. A, v. 1032, p. 273–279, 2004. 
 
YANG, Y.; ZHANG, F. Ultrasound-assisted extraction of rutin and 
quercetin from Euonymus alatus (Thunb.) Sieb. Ultras. Sonochem., v. 
15, p. 308–313, 2008. 
 
YARIWAKE, J. H.; et al. Variabilidade sazonal de constituintes quími-
cos (triterpenos, flavonóides e polifenóis) das folhas de Maytenus aqui-
folium Mart. (Celastraceae). Rev.. Bras. Farmacog., v. 15, n. 2, p. 162-
168, Abr./Jun. 2005. 
 
130 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
131 
 
CAPÍTULO 4 – Desenvolvimento de método para avaliação qualita-
tiva de taninos em folhas de M. ilicifolia por LC-
MS/MS e quantificação de taninos totais por espec-
trofotometria 
 
1 INTRODUÇÃO 
 
Os taninos são compostos fenólicos presentes em plantas, alimen-
tos e bebidas, e são de grande interesse farmacológico, uma vez que 
estes compostos têm a capacidade de sequestrar radicais livres e com-
plexar-se com macromoléculas. A exemplificar, estes compostos auxili-
am no processo de cura de feridas, formando uma camada protetora 
(tanino-proteína e/ou polissacarídeo) sobre a pele ou mucosa danificada, 
permitindo a reestruturação do epitélio, um mecanismo que pode expli-
car o tratamento de úlcera gástrica (SANTOS; DE MELLO, 2010; DE JE-
SUS et al., 2012). Estudos realizados pelos grupos de pesquisa de Jorge et 
al. (2004) e Baggio et al. (2007) indicaram que a fração rica em taninos 
preparados a partir das folhas de M. ilicifolia mostraram ação eficaz 
contra lesões gástricas agudas e crônicas induzidas experimentalmente. 
Dentre os diferentes tipos de taninos encontrados em plantas me-
dicinais, conforme descrito anteriormente, os taninos condensados são 
apontados como constituintes químicos majoritários em extratos aquo-
sos de M. ilicifolia, sendo utilizados como marcadores no controle de 
qualidade de extratos e medicamentos fitoterápicos (Pessuto et al., 2009). 
Os trabalhos realizados por Soares et al. (2004) e Baggio et al. (2007) con-
firmaram a presença dos taninos condensados (catequina e (epicatequi-
na). 
Diversos são os métodos para a determinação dos taninos em 
plantas medicinais, porém devido à estrutura complexa dos mesmos, os 
métodos não são específicos. Dentres os métodos encontrados na litera-
tura compreendem-se as reações de oxi-redução, despolimerização oxi-
dativa das proantocianidinas, reações de precipitação e procedimentos 
gravimétricos (SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001). Além destes, exis-
tem os métodos espectrofotométricos, tais como o método de Folin-Denis 
(1912), o qual envolve a formação do complexo azul fosfotunguistico-
fosfomolibídico. Mossi et al. (2009) avaliaram a composição de taninos 
no extrato aquoso da M. ilicifolia em diferentes populações por meio 
desta técnica. Porém, o inconveniente encontra-se na formação de preci-
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pitados e reações com compostos nitrogenados, que interferem na medi-
da espectrofotométrica (SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001; IKAWA et 
al., 2003; MONTEIRO et al., 2005). Outro método colorimétrico emprega-
do é o de Folin-Ciocalteu (1927),versão aprimorada do método Folin-
Denis. Neste método, inicialmente, determina-se o teor de fenóis totais 
em uma alíquota do extrato metanólico da planta com o reagente de 
Folin Ciocalteu, em seguida, em outra alíquota deste extrato é adiciona-
da a caseína para a formação do precipitado dos taninos. O sobrenadante 
é submetido a reação de Folin-Ciocalteu para a determinação de fenóis 
residuais. A partir da diferença entre fenóis totais e fenóis residuais 
determina-se a concentração de taninos totais. Além de ser um método 
laborioso, também tem a desvantagem de não ser um método específico 
para a determinação de taninos condensados (ARAÚJO et al., 2008). Um 
método espectrofotométrico que é específico para a determinação de 
taninos condensados é o método descrito por Price; Scoyoc; e Butter, 
(1978), o qual compreende a reação de complexação com a vanilina. Este 
método pode fornecer informação sobre o grau de polimerização e o 
padrão de hidroxilação e estereoquímica das subunidades de flavan-3-ol. 
O padrão de catequina é normalmente usado no método de vanilina para 
a quantificação dos taninos, permitindo estimar as proantocianidinas 
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013). 
Uma técnica bem elucidativa para a determinação de taninos é a 
HPLC. Soares et al. (2004) e Lopes et al. (2010) desenvolveram  métodos 
por HPLC-UV-Vis para a determinação de catequina e epicatequina em 
extratos de M. ilicifolia. Apesar da complexidade da matriz, os métodos 
se mostraram reprodutíveis e precisos. Uma alternativa para se avaliar o 
perfil qualitativo de compostos tânicos presentes em uma planta seria a 
partir do emprego de detectores mais seletivos, por exemplo, um espec-
trômetro de massas. De Souza et al. (2008) avaliaram o perfil qualitativo 
de diferentes flavonoides em um extrato de M. ilicifolia utilizando a 
técnica de HPLC-MS/MS e observaram que a maioria dos taninos pre-
sentes eram derivados de catequinas e epicatequinas. Diante do que foi 
abordado, têm-se os seguintes objetivos do presente estudo. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Desenvolver um método para avaliar de forma qualitativa a presença de 
taninos em extratos hidroalcoólicos de folhas de M. ilicifolia utilizando 
a técnica de LC-MS/MS e sua quantificação a partir do método espec-
trofotométrico da vanilina.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Desenvolver um método para a determinação de taninos por 
LC-MS/MS em extrato hidroalcoólico de M. ilicifolia selecio-
nando condições de separação, tais como fluxo e tipo de fase 
móvel, coluna cromatográfica, temperatura, bem como condi-
ções do detector; 
 
 Identificar os taninos por meio de comparação com os espectros 
de massas obtidos a partir de outros trabalhos encontrados na li-
teratura;  
 
 Determinar a porcentagem relativa dos taninos presentes em 
111 indivíduos de M. ilcifiolia a partir dos valores de área dos 
analitos identificados pelo método desenvolvido e correlacionar 
com o número de acúleos; 
 
 Avaliar a concentração dos taninos totais em 16 amostras por 
meio de método espectrofotométrico da vanilina e correlacionar 
com o número de acúleos; 
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3 EXPERIMENTAL 
 
3.1 REAGENTES E SOLUÇÕES 
 
Para o desenvolvimento do método por LC-MS/MS utilizou-se 
para a fase móvel água desionizada obtida com sistema Milli-Q (Milli-
pore, Bedford, MA, E.U.A.), com resistividade 18.2 MΩ cm-1, ácido 
fórmico (HCOOH), e acetonitrila (ACN), todos grau HPLC fornecidos 
pela J. T. Baker (México). 
Para o preparo dos extratos hidroalcoólicos utilizou-se MeOH 
P.A. e HCl 1% (v/v) ambos da marca Vetec (Química Fina, Rio de Ja-
neiro). 
Para a determinação de taninos por espectrofotometria utilizou-se 
uma solução 0,5 g de vanilina (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO – 
E.U.A.) em 200 mL de HCl (4%, v/v) em MeOH. 
 
3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANÁLISE NO LC-MS/MS 
 
As amostras foram preparadas conforme o procedimento descri-
to Capítulo 3 (Seção 3.3.2) para extração dos flavonóis. Em um frasco 
pesou-se 100 mg de amostra de planta seca e moída de M. ilicifolia e 
adicionou-se 2 mL de MeOH:água (40:60, v/v). A solução foi homoge-
neizada e submetida à extração por ultrassom em tubo de ensaio de vi-
dro fechado, durante 20 minutos à 25 ºC. Posteriormente, as amostras 
foram centrifugadas a 3000 rpm por 2 minutos e uma alíquota do sobre-
nadante foi diretamente injetada no LC-MS/MS. 
 
3.3 INSTRUMENTAÇÃO  
 
As análises foram conduzidas em um cromatógrafo líquido de al-
ta eficiência (1200 Agilent Technologies, Germany) acoplado a um 
espectrômetro de massas Q Trap 3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex, 
Concord, Canada).  
A separação foi realizada utilizando uma coluna Gemini NX C-
18 (250 mm x d.i. 4.6 mm x 5 µm tamanho de partícula) fornecida pela 
Phenomenex (Torrance, CA, E.U.A). Os experimentos foram realizados 
utilizando a fonte de ionização por eletrospray, Turbo Ion SprayTM (E-
lectrospray-ESI, Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, Ontario, 
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Canada) no modo negativo. Os parâmetros de energia de ionização dos 
analitos estão discriminados no Anexo D. 
 
3.4 MÉTODO DE SEPARAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO POR LC-
MS/MS 
 
As análises foram realizadas utilizando o modo gradiente cuja fa-
se móvel era composta por (A) água desionizada com pH = 3,6 ajustado 
com ácido fórmico e (B) acetonitrilia:água (95:5, v/v).  Inicialmente, 
realizou-se um pré-condicionamento por 10 minutos com 85% (A) e 
15% (B). Em seguida, o método procedeu da seguinte maneira: (A) 85% 
e 15% (B) por 10 min; 45% (A) e 55% (B) por 15 min; em 1 min, vari-
ou-se o gradiente para 5% (A) e 95% (B) e manteve-se por 4 min. O 
fluxo da fase móvel foi de 500 µL min-1 e o volume injetado de amostra 
foi de 10 µL. A temperatura da coluna foi mantida a 30 ºC. O software 
Analyst versão 1.5.1 foi usado para operação do sistema e análises de 
dados.  
 
3.5 MÉTODO ESPECTROFOTOMÉTRICO DA VANILINA 
 
Inicialmente preparou-se o extrato hidroalcoólico em meio áci-
do das folhas secas e moídas de M. ilicifolia, sendo que em um tubo de 
polipropileno (tipo falcon) pesou-se 0,5 g de planta e foram adicionados 
15 mL de solução HCl em MeOH (1%, v/v). A amostra foi submetida à 
extração em ultrassom a 30 ºC por um período de 20 minutos, sendo que 
a cada 10 minutos o tubo era agitado manualmente. Após o arrefecimen-
to do extrato, o tubo foi centrifugado a 3000 rpm por 2 minutos e uma 
alíquota do sobrenadante foi retirada para adição de 5 mL de vanilina. 
Após um perído de 20 minutos fez-se as medidas em cubeta de vidro 
com caminho óptico de 1 cm em comprimento de onda de 500 nm em 
espectrofotômetro (Spectrophotometer FEMTO 482). Todas as amostras 
foram preparadas em duplicata. 
 
 
 
 
 
137 
 
4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
4.1 MÉTODO DE SEPARAÇÃO POR LC-MS/MS PARA ANÁLISE 
DE TANINOS 
 
Os extratos hidroalcoólicos de M. ilicifolia foram preparados de 
acordo com método de extração para flavonóis obtido a partir de plane-
jamento fatorial (Capítulo 3). Uma vez que os taninos pertencem à clas-
se dos flavonoides e apresentam solubilidade similar aos flavonóis, a-
credita-se que o procedimento seja eficiente para a extração dos taninos. 
Porém, como estes compostos apresentam uma estrutura complexa e não 
há padrões analíticos comerciais para todos os analitos, apenas foi reali-
zada uma avaliação qualitativa dos taninos presentes nas diferentes a-
mostras de M. ilicifolia. 
O desenvolvimento do presente método foi baseado nos trabalhos 
desenvolvidos por De Souza et al. (2008) e Romani, Campo e Pinelli (2012) 
readequando as proporções dos solventes da fase móvel. Uma alíquota 
do extrato hidroalcoólico das folhas de M. ilicifolia foi injetada direta-
mente no LC-MS/MS utilizando o modo de monitoramento de reações 
múltiplas (MRM) e o cromatograma pode ser observado na Figura 4.1.  
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Figura 4. 1 Cromatograma do extrato hidroalcoólico de folhas de M. ilicifolia. 
Condições cromatográficas: coluna Gemini NX C-18 (250 mm x d.i. 4.6 mm x 
5 µm); Fase móvel: (A) água desionizada em ácido fórmico pH 3,6 e (B) 
ACN:H2O (95:5). (A) 85% e 15% (B) por 10 min; 45% (A) e 55% (B) por 15 
min; em 1 min, variou-se o gradiente para 5% (A) e 95% (B) e manteve-se por 4 
min. O fluxo da fase móvel foi de 500 mL min-1, tempertura 30ºC. 
8,5 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0 11,5 12,0 12,5 13,0 13,5
Tempo (min)
0,0
5,0e4
1,0e5
1,5e5
2,0e5
2,5e5
3,0e5
3,5e5
4,0e5
4,5e5
5,0e5
5,5e5
6,0e5
6,5e5
10,83
10,27
11,34 12,8412,25
12,4911,8311,688,46 8,96
In
te
n
sid
a
de
, 
cp
s
 
Fonte: o próprio autor.  
 
O método proposto mostrou a presença de 17 analitos com um 
tempo de análise de 20 minutos. No entanto, somente foi possível a 
identificação de 13 analitos, quando comparados os espectros obtidos 
com os disponíveis na literatura. Muitos dos taninos contidos na M. 
ilicifolia apresentam estrutura molecular muito similar entre si e isto 
dificulta sua identificação. Desta forma, a fim de confirmar os espectros 
de massas dos taninos presentes nas amostras, foi desenvolvido um 
segundo método utilizando MS2, isto é, um método para se obter os 
espectros de massas a partir do íon molecular de cada composto. A esco-
lha do íon precursor para o monitoramento e comparação dos fragmen-
tos foi realizada a partir dos trabalhos encontrados na literatura (DE 
SOUZA et al., 2008; BAGGIO et al., 2009; PESSUTO et al., 2009; RO-
MANI; CAMPO; PINELLI, 2012; OJWANG et al., 2013; SIMIRGIO-
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TIS; BÓRQUEZ; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2013). Com isso foi 
possível verificar que os taninos encontrados nos extratos foram identi-
ficados como derivados de catequinas, (epi)catequinas, afzelequina e 
(epi)afzelequina, conforme descrito na Tabela 4.1, corroborando com os 
trabalhos encontrados na literatura.  
Na Tabela 4.1 observa-se a presença dos isômeros catequina e (e-
pi)catequina (m/z = 289), bem como, taninos com diferentes unidades de 
polimerização. Apesar dos tempos de retenção diferentes para alguns 
compostos, o espectro de massa apresentou os mesmos fragmentos para 
um mesmo íon precursor, dificultando a identificação de alguns taninos. 
Um exemplo disto foi o íon precursor com m/z 561, o qual apresentou 
quatro compostos com tempos de retenção diferentes, constituindo em 
dímeros que são representadas por unidades de (epi)afzelequina-
(epi)catequina. 
Já para o íon precursor de m/z = 577 observou-se três picos inten-
sos e estes pertencem a dímeros de procianidina (tipo B), cujo tempo de 
retenção foi de 9,06 e 10,32 min. Já o analito com tempo de retenção de 
11,87 min pode corresponder a duas unidades de (epi)catequinas ligadas 
entre si. 
O trabalho realizado por Friedrich; Eberhardt; Galensa (2000) su-
gerem que o íon precursor de m/z = 593 corresponda a dímeros com 
unidades de galocatequina e catequinas. Em contraste com o íon precur-
sor de m/z = 609 contendo duas unidades de galocatequinas. 
Os taninos com maior grau de polimerização foram observados 
em diferentes tempos de retenção a partir do íon precursor de m/z = 833, 
todos com o mesmo perfil de fragmentação, possivelmente correspon-
dendo a duas unidades de (epi)afzelequina e uma de (epi)catequina. 
No Anexo E se encontra uma Tabela referente à área relativa de 
cada pico dos analitos identificados nos extratos dos 111 indivíduos de 
M. ilcifolia. 
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Tabela 4. 1 Compostos presentes nos extratos hidroalcoólicos de folhas de M. ilicifolia determinados a partir das análises em LC-
MS/MS utilizando o modo negativo de ionização. 
(M-1)- Fragmentos t(min) Composto 
289 245,203,187,151,137,125,109 10,32 Catequina 
289 245,203,187,151,137,125,109 10,87 (Epi)catequina 
463 301,271,255,179,151 12,00 Quercetina-hexosidio 
561 543,435,407,289,271,245,125,97 10,26 (epi)afzelequina-(epi)catequina 
561 543,435,407,289,271,245,125,97 11,38 (epi)afzelequina-(epi)catequina 
561 543,435,407,289,271,245,125,97 12,12 (epi)afzelequina-(epi)catequina 
561 543,435,407,289,271,245,125,97 12,85 (epi)afzelequina-(epi)catequina 
577 451,425,407,289,245,161,125 9,06 Procianidina B (dímero) 
577 559,451,425,407,289,245,161,125 10,32 Procianidina B (dímero) 
577 407,289,245,161,125 11,87 (epi)catequina-(epi)catequina 
593  11,56 Não identificado 
593  11,97 Não identificado 
609  11,15 Não identificado 
609  11,38 Não identificado 
833 561,543,289,271 11,39 (epi)afzelequina-(epi)afzelequina-
(epi)catequina 
833 561,543,289,271 12,13 (epi)afzelequina-(epi)afzelequina-
(epi)catequina 
833 561,543,289,271 13,23 (epi)afzelequina-(epi)afzelequina-
(epi)catequina 
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4.2 ANÁLISE DAS AMOSTRAS 
 
 
a) Correlação entre taninos e grupos de acúleos em função da 
área relativa pelo método LC-MS/MS 
 
A variação das áreas relativas dos taninos em relação aos 111 di-
ferentes indivíduos de M. ilicifolia pode ser observada na Figura 4.2. Os 
diferentes indivíduos foram separados em quatro grupos, os quais estão 
relacionados à quantidade de acúleos foliares presentes. As médias das 
áreas, as quais representam a concentração dos taninos, foram 2,06x107 
(± 1,45x107), 9,32x106 (± 5,74x106), 1,40x107 (± 7,61x106) e 1,30x107 
(± 7,98x106), para os grupos 1, 2, 3 e 4, respsectivamente. 
 
Figura 4. 2 Área relativa dos taninos em relação aos grupos de diferentes indi-
víduos de M. ilicifolia 
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A fim de verificar se há diferença estatística entre os diferentes 
grupos de acúleos em função da área relativa dos taninos, os pressupos-
tos de normalidade, homocedasticidade e indipendência de resíduos 
foram avaliados, porém, um desses pressupostos foi violado. 
Perante isto, foi necessário utilizar o método não paramétrico de 
Kruskal-Wallis para comparar as diferentes populações, o qual está 
descrito na Tabela 4.2. Com valores de p-valor > 0,05, com 95% de 
142 
 
intervalo de confiança, isto indica que as áreas dos taninos em todos os 
grupos são estatisticamente iguais. Apesar de alguns indivíduos apresen-
tarem valores atípicos de área dos taninos dentro de um mesmo grupo 
(outliers: indivíduos 74 e 101), observou-se que não houve correlação 
entre a presença de acúleos e a área dos analitos, isto é, os acúleos não 
influenciam no aumento da concentração dos taninos. Isto favorece a 
escolha de plantas com menor número de acúleos para o desenvolvi-
mento de uma nova cultivar. 
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Tabela 4. 2 Teste de Kruskal-Wallis para comparação entre os diferentes grupos de M. ilicifolia em função da área dos taninos. 
 Fatores 
Comparados 
(Grupos) 
Diferença 
Observada 
Diferença  
Crítica Diferença 
Kruskal-Wallis 
(Qui-quadrado) 
Graus de 
Liberdade p-valor 
Taninos 
1 - 2  25,60 53,71 
Não 2,06 3 0,55 
1 - 3 10,73 48,41 
1 - 4 17,51 38,98 
2 - 3 14,88 48,41 
2 - 4 8,09 38,98 
3 - 4 6,79 31,29 
 
 
 
144 
 
b) Correlação entre taninos e grupos de acúleos pelo método 
espectrofotométrico da vanilina 
 
Uma alternativa para a determinação dos taninos presentes nos 
extratos das folhas de M. ilicfiolia seria pelo método espectrofotométri-
co da vanilina cuja leitura foi realizada em 500 nm, conforme descrito 
por Villarreal-Lozoya; Lombardini; Cisneros-Zevallos (2007). A reação de 
complexação da vanilina com compostos fenólicos, neste caso com os 
taninos envolve a reação do aldeído aromático da vanilina com o anel 
dos flavonóides metasubstituídos para formar um complexo de colora-
ção vermelha. 
Esta análise foi realizada a fim de verificar a concentração de ta-
ninos e se haveria correlação entre os diferentes grupos de acúleos pre-
sentes nas folhas de M. ilcifiolia, assim como nos estudos realizados nos 
capítulos anteriores. Para isso, apenas 16 amostras desta planta foram 
avaliadas quanto à presença de taninos, sendo 4 amostras por grupo. A 
escolha das amostras foi realizada considerando a maior concentração 
de flavonóis e triterpenos entre os grupos, uma vez que estes compostos 
também são importantes na planta.  
As amostras foram diluídas 33X e a quantificação foi realizada a 
partir da curva de calibração externa referente à catequina, cujos parâ-
metros se encontram na Tabela 4.3.  
 
Tabela 4. 3 Parâmetros da curva de calibração externa da solução padrão de 
catequina. 
Parâmetros Catequina 
  
Linearidade – faixa de calibração (mg L-1)(a) 17,5 – 140 
  
Linearidade – inclinação (L mg-1) (a) 0,002 
  
Desvio padrão – inclinação 0,001 
  
Linearidade-intercepto (a) 0,014 
  
Desvio padrão – intercepto 0,003 
  
R2 0,996 
  
LD (mg L-1) (b) 0,24 
  
LQ (mg L-1) (b) 0,74 
  
(a)
 Curva de calibração com oito níveis de concentração, cada ponto da curva prepara-
do e analisado em duplicata. 
(b)
 Limites de detecção e quantificação calculados a partir das equações: LD = (3.3 x 
s)/S; LQ = (10 x s)/S, onde s é o desvio padrão do intercepto e S é a inclinação da 
curva analítica. 
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A variação das concentrações dos taninos em relação aos diferen-
tes grupos pode ser observada na Figura 4.3. A concentração média 
entre os grupos de acúleos 1, 2, 3 e 4 variou entre 9,39 (± 3,07), 7,68 (± 
1,93), 11,40 (± 1,87) e 11,56 (± 3,16) mg g-1, respectivamente.  
 
Figura 4. 3 Variação das concentrações de taninos nos extratos hidroalcoólicos 
de folhas de M. ilicifolia em função dos diferentes grupos. 
1 2 3 4
0
5
10
15
20
 
 
Grupos
C
o
n
c.
 
ta
n
in
o
s 
(m
g 
g-
1 )
 
Grupo 1 - nº acúleos: 0 a 1; Grupo 2 - nº acúleos: 0 a 4; 
Grupo 3 - nº acúleos: 2 a 4 e Grupo 4 - nº acúleos: 4 ou mais. 
 
Com a finalidade de comparar os diferentes grupos, os pressupos-
tos de normalidade, homocedasticidade e independência de resíduos 
foram avaliados, porém, um desses pressupostos foi violado. Diante 
disto, foi necessário utilizar o método não paramétrico de Kruskal-
Wallis para comparar as diferentes populações, o qual está descrito na 
Tabela 4.4. Com valores de p-valor > 0,05, com 95% de intervalo de 
confiança, isto indica que as concentrações dos taninos em todos os 
grupos são estatisticamente iguais. 
Deste modo, observou-se também que não houve correlação entre 
a presença de acúleos e a concentração dos taninos, assim como na ava-
liação dos triterpenos e dos flavonóis. 
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Tabela 4. 4 Teste de Kruskal-Wallis para comparação entre os diferentes grupos  de M. ilicifolia em função da área dos taninos. 
 Fatores 
Comparados 
(Grupos) 
Diferença 
Observada 
Diferença  
Crítica Diferença 
Kruskal-Wallis 
(Qui-quadrado) 
Graus de 
Liberdade p-valor 
Taninos 
1 - 2  2,75 8,88 
Não 5,54 3 0,14 
1 - 3 3,75 8,88 
1 - 4 4,00 8,88 
2 - 3 6,50 8,88 
2 - 4 6,75 8,88 
3 - 4 0,25 8,88 
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Assim como para os estudos realizados para os triterpenos e fla-
vonóis, não há estudos correlacionando a concentração de taninos e a 
presença de acúleos em diferentes populações de M. ilicifolia, quando 
estas plantas estão submetidas às mesmas condições climáticas e geo-
gráficas.  
Contudo, um estudo realizado por Mossi et al. (2009) avaliou o teor 
de taninos em 15 populações nativas de M. ilcifolia, distribuídas nas 
regiões sul e centro-Oeste do Brasil, correlacionando fatores climáticos, 
bem como geográficos. Os resultados mostraram que apenas o fator 
temperatura apresentou uma correlação positiva com o teor de taninos, 
isto é, em locais que apresentaram maior média anual da temperatura, os 
valores de taninos foram superiores.  
Radomski (1998), também observou que a intensidade de lumi-
nosidade foi o fator que mais contribuiu no teor de compostos fenólicos, 
inclusive de taninos, em diferentes populações de M. ilcifiolia. Além 
disso, nos ambientes com maior luminosidade, a autora observou dife-
renças anatômicas nas plantas, as quais se apresentaram amareladas, 
mais espessas e com acúleos mais pronunciados, caracterizando formas 
típicas de adaptação de plantas de sombra expostas à luz solar. A autora 
ainda recomenda estudos mais amplos sobre a influência de diferentes 
condições ambientais nas populações homogêneas de M. ilicifolia, abor-
dando tanto aspectos fitoquímicos quanto farmacológicos. Estes estudos 
certamente poderiam resultar em recomendações de cultivo e manejo 
ambientalmente sustentáveis aliadas à produção de fitoterápicos de alta 
qualidade e comprovada ação terapêutica. 
No presente estudo observou-se que a intensidade de luminosida-
de não foi um fator dominante quanto ao teor de taninos e a presença de 
acúleos foliares, uma vez que os diferentes acessos de M. ilicifolia se 
encontram sob as mesmas condições climáticas. A diferença na morfo-
logia foliar pode estar relacionada a aspectos genéticos, os quais devem 
ser estudados posteriormente.   
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5 CONCLUSÕES 
 
Neste capítulo foi abordado o desenvolvimento de um método 
por LC-MS/MS para a avaliação qualitativa dos taninos presentes nos 
extratos hidroalcoólicos das folhas de M. ilicifolia. O método permitiu a 
identificação dos taninos majoritários catequina, (epi)catequina, afzele-
quina e (epi)afzelequina, bem como derivado destes, corroborando com 
outros estudos da literatura.  
Além disso, observaram-se diversos compostos com elevados 
graus de polimerização e mesmo íon precursor (m/z), porém com dife-
rentes tempos de retenção, dificultando a identificação exata, sem o 
auxílio de padrões analíticos. 
O detector de espectrometria de massas foi fundamental para a 
avaliação qualitativa dos principais taninos presentes nas diferentes 
amostras de M. ilicifolia, pois permitiu avaliar de forma individual cada 
um dos analitos em relação à área relativa. 
A quantificação dos taninos pelo método espectrofotométrico da 
vanilina mostrou-se um método simples e uma alternativa viável quando 
não se tem padrões analíticos para todos os analitos. 
A partir do método não paramétrico de Kruskal-Wallis observou-
se que não houve diferença estatística entre os diferentes grupos de M. 
ilicifolia, e ainda, mostrou que não houve correlação entre o número de 
acúleos e os taninos. Este resultado auxilia na seleção das plantas para 
uma nova cultivar com menor número de acúleos.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERPECTIVAS 
 
Os métodos desenvolvidos neste trabalho permitiram avaliar uma 
grande quantidade de amostras da planta M. ilicifolia, as quais foram 
submetidas às mesmas condições ambientais (climáticas e geográficas). 
Além disso, os métodos se mostraram promissores para a aplicação em 
outras matrizes complexas. 
Este trabalho permitiu, ainda, avaliar diferentes metabólitos se-
cundários (triterpenos, falvonóis e taninos) presentes em extratos de 
folhas de M. ilicifolia e verificar que estes não apresentam correlação 
com a morfologia foliar quanto à presença de acúleos. 
A escolha de uma planta dentro os diferentes acessos de M. ilici-
folia presentes no BAG da EPAGRI-Itajaí deve levar em consideração 
não apenas o menor número de acúleos no bordo foliar, mas também, o 
teor dos compostos aqui estudados uma vez que estes apresentam fun-
ções biológicas e químicas tanto para o desenvolvimento de uma nova 
cultivar, quanto como atividade farmacológica. 
Outros estudos devem ser realizados a fim de dar continuidade 
nos trabalhos relacionados à M. ilicifolia, tais como, avaliar as “filhas” 
provenientes desse BAG, estudar outros metabólitos secundários que 
possam atuar como marcadores quimiotaxonômicos da espécie, bem 
como avaliar a atividade farmacológica dos compostos estudados no 
presente trabalho, pois há algumas divergências na literatura quanto ao 
principal princípio ativo responsável pela atividade antiulcerogênica. 
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ANEXO A 
Tabela das constantes de acoplamento do RMN C13 do pico desconheci-
do comparando com dados da literatura. 
Carbono Pico Desconhecido SALAZAR et al, 
2000* 
1 15,80 16,16 
2 36,11 36,14 
3 72,77 71,59 
4 49,21 49,62 
5 37,87 38,09 
6 41,76 41,99 
7 17,56 17,69 
8 53,22 53,27 
9 37,12 37,18 
10 61,40 61,50 
11 35,36 35,66 
12 30,65 30,69 
13 38,39 38,38 
14 39,70 39,69 
15 32,35 32,34 
16 35,58 35,90 
17 30,04 30,02 
18 42,87 42,88 
19 35,22 35,36 
20 28,18 28,16 
21 32,85 32,88 
22 39,29 39,28 
23 11,62 12,09 
24 16,40 16,58 
25 18,25 18,35 
26 20,12 20,13 
27 18,64 18,69 
28 32,11 32,12 
29 35,03 35,02 
30 31,80 31,85 
*SALAZAR, G. C. M. et al. Two epimeric friedelane triterpenes isolated from Maytenus 
truncata Reiss: 1H and 13C chemical shift assignments. Magn. Reson. Chem. 2000; 38: 977–
980. 
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continuação Anexo A 
 
Espectro de RMN 13C do Pico Desconhecido 
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Observações:  
No espectro de RMN 13C foram identificados trinta sinais de car-
bono, sendo um sinal referente ao carbono carbonílico (C3), sinais de 
oito carbonos metílicos, 11 carbonos metilênicos na região de δC 15,80-
41,76 e 6 sinais de carbonos na região de δC 28,80-39,70 não ligados a 
hidrogênios. 
No espectro de RMN 1H, o sinal δH 3,75 (d, J=2,46 Hz), referente 
ao hidrogênio do C3 apresenta uma contanste de acoplamento de 2,46, a 
qual indica um hidrogênio na posição “beta” e sinais na região de δH 
0,86-1,93 referente a hidrogênios metílicos e metilênicos. Para ser o H 
na posição “alfa”, a constante de acoplamento teria um valor maior 
(J=10 Hz). 
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ANEXO B 
 
Concentração individual dos triterpenos presentes em cada indivíduo de 
M. ilicifolia pertencetes ao BAG da EPAGRI-Itajaí, SC. 
Indivíduos Grupos Friedelan-3β-ol  (mg g-1) 
Friedelan-3α-ol  
(mg g-1) 
Friedelin  
(mg g-1) 
1 2 3,125 0,443 3,230 
2 4 2,191 0,449 4,090 
3 4 2,670 0,581 2,243 
4 4 2,763 0,485 2,195 
5 3 2,471 0,495 2,295 
6 4 3,415 0,647 3,542 
7 3 2,579 0,489 1,718 
8 4 2,309 0,422 2,033 
10 4 2,177 0,494 1,594 
12 4 2,568 0,642 3,186 
13 4 2,202 0,575 2,798 
14 4 3,027 0,628 2,080 
15 4 2,435 <LOD* 1,169 
16 4 2,003 0,537 2,471 
17 2 2,494 0,613 2,152 
18 2 2,257 <LOD* 3,288 
19 3 1,898 0,498 1,801 
20 4 2,866 0,457 2,074 
22 4 3,732 0,667 3,231 
23 4 3,278 0,513 1,388 
24 1 1,606 0,517 1,388 
25 2 2,636 0,541 1,899 
26 4 3,900 <LOD* 3,210 
27 4 3,072 0,635 2,520 
28 4 4,098 0,700 2,896 
29 3 2,101 <LOD* 1,979 
30 3 3,118 <LOD* 2,386 
31 3 2,953 0,772 2,163 
32 3 2,527 0,576 2,091 
33 2 2,363 0,432 1,705 
34 4 3,092 0,722 1,999 
35 4 2,743 0,697 2,917 
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continuação Anexo B 
Indivíduos Grupos Friedelan-3β-ol  (mg g-1) 
Friedelan-3α-ol  
(mg g-1) 
Friedelin  
(mg g-1) 
36 4 2,338 0,428 2,334 
37 1 3,041 0,571 2,196 
38 4 2,253 0,593 2,765 
39 4 2,558 0,445 2,501 
40 4 2,872 0,696 2,478 
41 4 2,795 0,603 2,017 
42 4 2,954 0,429 3,165 
43 4 2,505 0,565 2,085 
44 4 2,709 <LOD* 2,655 
45 4 2,678 <LOD* 2,540 
46 4 2,682 0,620 2,668 
47 4 2,188 0,626 2,364 
48 4 2,640 <LOD* 2,173 
49 4 2,769 0,583 2,473 
50 4 2,485 0,723 2,643 
51 4 2,489 0,529 2,135 
52 4 2,998 0,546 2,078 
53 4 2,334 0,465 1,740 
54 4 2,274 0,562 2,790 
55 4 3,710 0,657 2,528 
56 4 2,856 0,602 2,273 
57 4 2,386 0,467 1,729 
58 4 2,699 0,765 1,801 
59 4 2,423 0,518 1,960 
60 4 2,911 0,610 2,307 
61 4 2,854 <LOD* 2,631 
62 4 2,901 0,565 2,764 
63 3 3,877 0,481 4,140 
64 4 2,355 0,584 2,938 
65 4 2,779 0,587 2,676 
67 4 2,031 0,589 2,669 
68 4 2,192 0,524 1,906 
69 4 3,850 0,796 4,169 
70 1 2,941 0,575 1,829 
71 4 2,649 <LOD* 2,333 
72 4 2,472 0,482 1,951 
73 4 3,248 0,790 2,477 
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continuação Anexo B 
Indivíduos Grupos Friedelan-3β-ol  (mg g-1) 
Friedelan-3α-ol  
(mg g-1) 
Friedelin  
(mg g-1) 
74 4 2,723 0,485 1,911 
75 4 2,040 0,445 1,515 
76 4 1,317 <LOD* 1,190 
77 4 2,734 0,421 2,650 
78 4 2,727 <LOD* 1,534 
79 4 1,810 <LOD* 1,293 
80 4 2,363 0,562 1,954 
81 4 1,737 0,547 1,712 
82 4 1,951 0,503 1,219 
83 4 2,348 0,477 1,509 
85 4 2,767 0,577 2,004 
87 4 2,241 0,77 1,656 
88 1 4,849 0,702 4,057 
89 4 2,054 <LOD* 1,447 
90 4 2,136 0,605 1,542 
91 4 4,539 0,613 3,261 
92 4 2,125 0,550 1,341 
93 4 3,155 0,683 2,626 
94 4 3,379 0,618 2,703 
95 4 2,599 0,502 2,484 
96 4 2,285 0,520 2,074 
97 4 2,664 0,586 2,338 
98 4 2,408 0,606 1,919 
99 4 2,528 0,573 2,048 
100 4 2,308 <LOD* 1,806 
101 4 1,542 0,441 1,560 
102 4 1,660 0,469 1,281 
103 4 2,190 0,446 1,442 
104 4 1,934 0,647 1,999 
105 4 2,559 <LOD* 2,238 
106 4 2,216 0,552 1,340 
108 1 3,110 0,744 2,856 
109 4 2,465 0,476 2,278 
110 4 3,505 0,857 2,886 
112 4 2,966 0,539 2,276 
113 4 2,357 0,650 2,420 
114 4 2,275 0,617 2,571 
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continuação Anexo B 
Indivíduos Grupos Friedelan-3β-ol  (mg g-1) 
Friedelan-3α-ol  
(mg g-1) 
Friedelin  
(mg g-1) 
115 4 3,206 0,569 2,784 
116 4 1,875 0,522 2,149 
117 4 2,871 0,561 2,094 
118 4 1,063 0,477 0,716 
119 4 3,069 <LOD* 3,369 
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ANEXO C 
Concentração individual dos flavonóis presentes em cada indivíduo de 
M. ilicifolia pertencetes ao BAG da EPAGRI-Itajaí, SC. 
Indivíduos Grupos Canferol (mg g-1) Quercetina (mg g-1) 
1 2 0,335 0,350 
2 4 0,493 0,516 
3 4 0,374 0,357 
4 4 0,340 0,268 
5 3 0,382 0,312 
6 4 0,306 0,242 
7 3 0,309 0,227 
8 4 0,370 0,333 
10 4 0,371 0,246 
12 4 0,250 0,322 
13 4 0,227 0,279 
14 4 0,328 0,312 
15 4 0,361 0,348 
16 4 0,296 0,346 
17 2 0,304 0,329 
18 2 0,323 0,340 
19 3 0,287 0,200 
20 4 0,289 0,227 
22 4 0,462 0,352 
23 4 0,386 0,336 
24 1 0,369 0,341 
25 2 0,261 0,383 
26 4 0,336 0,370 
27 4 0,304 0,342 
28 4 0,433 0,365 
29 3 0,361 0,352 
30 3 0,224 0,256 
31 3 0,276 0,274 
32 3 0,185 0,152 
33 2 0,382 0,216 
34 4 0,265 0,250 
35 4 0,262 0,492 
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continuação Anexo C 
Indivíduos Grupos Canferol (mg g-1) Quercetina (mg g-1) 
36 4 0,327 0,235 
37 1 0,326 0,276 
38 4 0,283 0,344 
39 4 0,214 0,183 
40 4 0,293 0,193 
41 4 0,179 0,172 
42 4 0,226 0,156 
43 4 0,272 0,195 
44 4 0,303 0,188 
45 4 0,276 0,194 
46 4 0,286 0,182 
47 4 0,287 0,288 
48 4 0,351 0,296 
49 4 0,338 0,219 
50 4 0,240 0,213 
51 4 0,211 0,175 
52 4 0,257 0,181 
53 4 0,358 0,293 
54 4 0,321 0,386 
55 4 0,279 0,406 
56 4 0,388 0,342 
57 4 0,291 0,253 
58 4 0,372 0,237 
59 4 0,357 0,328 
60 4 0,321 0,261 
61 4 0,339 0,254 
62 4 0,257 0,212 
63 3 0,272 0,187 
64 4 0,298 0,326 
65 4 0,307 0,284 
67 4 0,349 0,247 
68 4 0,361 0,304 
69 4 0,347 0,248 
70 1 0,304 0,437 
71 4 0,287 0,333 
72 4 0,324 0,274 
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continuação Anexo C 
Indivíduos Grupos Canferol (mg g-1) Quercetina (mg g-1) 
73 4 0,466 0,206 
74 4 0,283 0,201 
75 4 0,298 0,193 
76 4 0,308 0,414 
77 4 0,320 0,227 
78 4 0,360 0,266 
79 4 0,295 0,263 
80 4 0,333 0,310 
81 4 0,243 0,161 
82 4 0,374 0,380 
83 4 0,499 0,401 
85 4 0,320 0,387 
87 4 0,280 0,258 
88 1 0,293 0,192 
89 4 0,343 0,382 
90 4 0,307 0,262 
91 4 0,272 0,239 
92 4 0,345 0,280 
93 4 0,372 0,205 
94 4 0,297 0,198 
95 4 0,306 0,174 
96 4 0,324 0,241 
97 4 0,490 0,238 
98 4 0,335 0,260 
99 4 0,396 0,255 
100 4 0,365 0,249 
101 4 0,265 0,213 
102 4 0,278 0,195 
103 4 0,447 0,376 
104 4 0,327 0,207 
105 4 0,381 0,358 
106 4 0,289 0,336 
108 1 0,378 0,343 
109 4 0,343 0,307 
110 4 0,338 0,304 
112 4 0,390 0,414 
113 4 0,339 0,210 
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continuação Anexo C 
Indivíduos Grupos Canferol (mg g-1) Quercetina (mg g-1) 
114 4 0,324 0,179 
115 4 0,250 0,190 
116 4 0,261 0,331 
117 4 0,337 0,298 
118 4 0,187 0,588 
119 4 0,412 0,278 
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ANEXO D 
 
Parâmetros de ionização do espectrômetro de massas 
Íon 
precursor (m/z)- 
Q3 DP* EP* CEP* CE* CXP* 
289 203 -31 -3,50 -22,35 -19,00 -4,00 
289 187 -31 -3,50 -22,35 -17,00 -4,00 
463 301 -31 -3,50 -28,79 -40,00 -4,00 
561 543 -31 -3,50 -32,41 -40,00 -4,00 
561 435 -31 -3,50 -32,41 -30,00 -4,00 
577 407 -31 -3,50 -33,01 -40,00 -4,00 
577 289 -31 -3,50 -33,01 -30,00 -4,00 
577 305 -31 -3,50 -33,01 -40,00 -4,00 
593 289 -31 -3,50 -33,60 -40,00 -4,00 
593 285 -31 -3,50 -33,60 -40,00 -4,00 
609 301 -31 -3,50 -34,19 -40,00 -4,00 
609 289 -31 -3,50 -34,19 -30,00 -4,00 
833 561 -31 -3,50 -42,48 -40,00 -4,00 
833 543 -31 -3,50 -42,48 -30,00 -4,00 
*  DP-  Declustering  Potential;  EP-  Entrance  Potential;  CEP-  Collision  Cell Entrance 
Potential; CE- Collision Energy; CXP- Collision Cell Exit Potential. 
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ANEXO E 
Somatório da área dos taninos presentes em cada indivíduo de M. ilicifo-
lia pertencetes ao BAG da EPAGRI-Itajaí, SC. 
Indivíduos Grupos Ʃ área taninos Indivíduos Grupos 
Ʃ área 
taninos 
1 2 5,64x106 36 4 2,62 x107 
2 4 6,41 x106 37 1 2,11 x107 
3 4 5,52 x106 38 4 3,00 x107 
4 4 6,65 x106 39 4 2,07 x107 
5 3 5,87 x106 40 4 1,81 x107 
6 4 5,76 x106 41 4 1,60 x107 
7 3 4,79 x106 42 4 1,77 x107 
8 4 9,01 x106 43 4 1,84 x107 
10 4 2,58 x107 44 4 2,01 x107 
12 4 2,75 x107 45 4 1,91 x107 
13 4 2,76 x107 46 4 1,62 x107 
14 4 3,06 x107 47 4 1,20 x107 
15 4 6,67 x106 48 4 2,37 x107 
16 4 8,03 x106 49 4 2,13 x107 
17 2 8,18 x106 50 4 1,79 x107 
18 2 6,41 x106 51 4 1,28 x107 
19 3 6,06 x106 52 4 2,01 x107 
20 4 7,09 x106 53 4 6,15 x106 
22 4 7,10 x106 54 4 6,08 x106 
23 4 8,30 x106 55 4 4,65 x106 
24 1 4,42 x106 56 4 5,31 x106 
25 2 6,91 x106 57 4 4,57 x106 
26 4 5,72 x106 58 4 4,29 x106 
27 4 5,81 x106 59 4 4,66 x106 
28 4 5,42 x106 60 4 2,14 x107 
29 3 2,52 x107 61 4 1,58 x107 
30 3 1,92 x107 62 4 1,50 x107 
31 3 1,96 x107 63 3 1,51 x107 
32 3 1,64 x107 64 4 1,49 x107 
33 2 1,95 x107 65 4 2,07 x107 
34 4 2,67 x107 67 4 1,41 x107 
35 4 2,34 x107 68 4 1,90 x107 
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continuação Anexo E 
Indivíduos Grupos Ʃ área Taninos Indivíduos Grupos 
Ʃ área 
taninos 
69 4 1,92 x107 103 4 5,54 x106 
70 1 1,85 x107 104 4 4,38 x106 
71 4 1,38 x107 105 4 8,27 x106 
72 4 1,67 x107 106 4 1,46 x107 
73 4 1,25 x107 108 1 1,50 x107 
74 4 1,07 x107 110 4 4,22 x106 
75 4 1,52 x107 112 4 2,04 x106 
76 4 2,12 x107 113 4 6,49 x106 
77 4 1,58 x107 114 4 1,24 x107 
78 4 6,68 x106 115 4 6,34 x106 
79 4 5,45 x106 116 4 4,53 x106 
80 4 5,27 x106 117 4 3,24 x106 
81 4 3,60 x106 118 4 1,53 x107 
82 4 5,70 x106 119 4 1,77 x107 
83 4 5,05 x106    
85 4 5,69 x106    
87 4 3,20 x106    
88 1 4,40 x107    
89 4 1,07 x107    
90 4 3,94 x106    
91 4 1,54 x107    
92 4 1,54 x107    
93 4 1,47 x107    
94 4 1,21 x107    
95 4 1,37 x107    
96 4 1,73 x107    
97 4 1,89 x107    
98 4 1,92 x107    
99 4 1,69 x107    
100 4 1,46 x107    
101 4 4,37 x107    
102 4 5,30 x106    
 
 
